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RÉSUMÉ 
 
Les souches d’Escherichia coli pathogènes aviaires (APEC) sont responsables 
d’infections respiratoires et de septicémies chez la volaille. Le régulon Pho est 
contrôlé conjointement par le système à deux composantes PhoBR et par le système 
de transport spécifique du phosphate (Pst). Afin de déterminer l’implication de 
PhoBR et du système Pst dans la pathogenèse de la souche APEC O78 χ7122, 
différentes souche mutantes phoBR et pst ont été testées pour divers traits de 
virulence in vivo et in vitro. Les mutations menant à l’activation constitutive du 
régulon Pho rendaient les souches plus sensibles au peroxyde d’hydrogène et au 
sérum de lapin comparativement à la souche sauvage. De plus, l’expression des 
fimbriae de type 1 était affectée chez ces souches. L’ensemble des mutants Pho-
constitutifs étaient aussi significativement moins virulents que la souche sauvage 
dans un modèle de coinfection de poulet, incluant les souches avec un système Pst 
fonctionnel. De plus, l’inactivation du régulateur PhoB chez un mutant Pst restaure la 
virulence. Par ailleurs, l’inactivation de PhoB n’affecte pas la virulence de la souche 
χ7122 dans notre modèle. De manière intéressante, le degré d’atténuation des souches 
mutantes corrèle directement avec le niveau d’activation du régulon Pho. 
Globalement, les résultats indiquent que l’activation du régulon Pho plutôt que le 










Mots-clés : Escherichia coli, virulence, régulon Pho, Système à deux composantes. 
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ABSTRACT 
 
Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) strains are associated with 
respiratory infections and septicemia in poultry. The Pho regulon is jointly controlled 
by the two-component regulatory system PhoBR and by the phosphate-specific 
transport (Pst) system. To determine the involvement of the PhoBR regulon and the 
Pst system in the pathogenesis of the APEC O78 strain χ7122, different phoBR and 
pst mutant strains were tested for in vivo and in vitro virulence traits. Mutations 
resulting in constitutive activation of the Pho regulon rendered strains more sensitive 
than the wild-type to hydrogen peroxide and to the bactericidal effects of rabbit 
serum. In addition, production of type 1 fimbriae was also impaired in these strains. 
Using a chicken competitive infection model, all PhoB constitutive mutants were out-
competed by the wild-type parent, including strains containing a functional Pst 
system. In addition, cumulative inactivation of the Pst system and the PhoB regulator 
resulted in a restoration of virulence. Loss of the PhoB regulator alone did not affect 
virulence in the chicken infection model. Interestingly, the level of attenuation of the 
mutant strains correlated directly with the level of activation of the Pho regulon. 
Overall, results indicate that activation of the Pho regulon rather than phosphate 
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Depuis la découverte de l’opéron lac par Jacob et Monod en 1961, les 
connaissances progressent constamment dans la compréhension des mécanismes de 
régulation transcriptionnelle. La transcription est un processus essentiel pour tout le 
règne vivant et est même répandu chez les virus. En effet, la transcription est un 
phénomène biologique à la base du transfert d’informations génétiques de l’ADN à 
l’ARN, ce dernier étant ensuite traduit en protéines.  
 
Les bactéries pathogènes, commensales et environnementales sont exposées à 
des conditions changeantes. En ce sens, la régulation transcriptionnelle joue un rôle 
critique dans les processus adaptatifs. Dans l’optique de survivre à ces modifications 
du microclimat, la physiologie bactérienne s’adapte en modifiant son métabolisme.  
 
À ce titre, le régulon Pho exemplifie un circuit de gènes impliqués dans le 
maintient constant des paramètres biologiques bactériens face aux variations en 
phosphate. Cette homéostasie est conservée par la mise en place d’une réponse 
coordonnée de plusieurs éléments génétiques. Ainsi, le système à deux composantes 
PhoB et PhoR répond aux fluctuations des concentrations extra-cytoplasmiques en 
phosphate inorganique (Pi). La régulation en découlant se traduit par l’induction ou la 
répression directe des gènes appartenant au régulon Pho. Aussi, le système de 
transport spécifique du phosphate (Pst) est impliqué indirectement dans le contrôle de 
la réponse transcriptionnelle puisque qu’une mutation dans ce système résulte en 
l’activation constitutive du régulon Pho. Ce mémoire de maîtrise traîte du rôle 
spécifique du système à deux composantes PhoBR et du système Pst dans la 
virulence bactérienne et particulièrement de la souche d’Escherichia coli pathogène 
aviaire (APEC) χ7122. 
 
Dans la prochaine section, une recension de la littérature concernant la 
régulation transcriptionnelle de même que l’organisation fonctionnelle et structurale 
des systèmes à deux composantes est abordée. Ensuite, une description détaillée du 
régulon Pho et des mécanismes de régulation le régissant est présentée. Aussi, divers 
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phénotypes associés au régulon Pho chez E. coli et d’autres genres bactériens sont 
exposés. Enfin, un tour d’horizon décrivant des stratégies alternatives à l’utilisation 
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1. Régulation transcriptionnelle  
1.1 ARN polymérase 
Les eucaryotes possèdent plusieurs espèces d’ARN polymérases (ARNP) 
comparativement aux bactéries qui partagent une seule et unique espèce d’ARNP. Ce 
complexe multi-protéique se compose des sous-unités : α2, β, β’, ω et σ. Puisque le 
noyau central de l’ARNP bactérien est constant, la variation transcriptionnelle est 
contrôlée par les facteurs σ (92). Afin d’initier la transcription d’une région 
promotrice sur la matrice d’ADN, les sous-unités α2ββ’ω s’associent à un des 
multiples facteurs σ (21). Les facteurs σ confèrent la spécificité des ARNP envers 
certains promoteurs mais, les facteurs σ à eux-seuls ne peuvent pas lier l’ADN (43, 
44). Chaque espèce bactérienne possède un facteur σ de ménage et un nombre 
variable de facteurs σ alternatifs. De plus, le nombre de facteurs σ présents dans un 
organisme dépend généralement de la complexité du cycle de vie de l’organisme. Par 
exemple, les bactéries sporulantes (Bacillus sp. et Streptomyces sp.) sont celles chez 
qui on dénombre le plus de facteurs σ différents. Par ailleurs, les facteurs σ alternatifs 
ne sont pas essentiels à la survie in vitro des bactéries. Autrement dit, l’inactivation 
d’un facteur σ alternatif n’est pas létale mais, peut néanmoins compromettre la 
capacité de l’organisme à causer une infection ou à survivre en réponse à un 




1.2 Facteurs de transcription 
Le génome d’E. coli K-12 code pour plus de 300 facteurs de transcription. Les 
facteurs de transcription bactérienne peuvent agir comme des activateurs ou des 
répresseurs. Dans certains cas, l’activateur se lie à une séquence d’ADN en amont de 
la région -35 et il favorise la transcription du promoteur en interagissant avec la sous-
unité α ou σ de l’ARNP (voir la section Famille des éléments régulateurs). Dans 
d’autres cas, l’activateur lie la région "spacer" du promoteur et crée un espacement 
stérique optimal pour la liaison de l’ARNP (47). Quant aux répresseurs, ils inhibent la 
transcription soit en empêchant directement la liaison de l’ARNP au promoteur ou 
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indirectement en occasionnant une torsion dans l’ADN en se liant à des régions 
distales du promoteur (23).  
 
1.3 Systèmes à deux composantes  
Les systèmes à deux composantes (TCS) sont utilisés par le règne procaryote 
pour s’adapter de manière coordonnée aux conditions environnementales telles 
l’osmolarité, le chimiotactisme, les carences nutritionnelles et même la résistance aux 
antibiotiques et la virulence bactérienne (13, 133). Chez E. coli, une première étude 
de la séquence génomique a permit d’établir que 62 cadres de lecture ouverts 
correspondaient a des membres de TCS, dont 32 éléments régulateurs (ÉR) et 23 
histidines kinases (HK) (135). Les données actuelles dénombrent, incluant les 
putatifs, 30 HK et 34 ÉR (231). Par ailleurs, la délétion systématique de chacun des 
31 TCS d’E. coli K12 a démontré que 22 mutants étaient physiologiquement affectés 
à différents niveaux en utilisant la technologie Phenotype MicroArrays. Toujours est-
il que la majorité des TCS ne sont pas nécessaires à la survie in vitro (238). Ce genre 
de système se caractérise par deux protéines possédant des activités favorisant le 
transfert d’information : une protéine senseur, l’HK, située dans la membrane qui 
détecte un signal donné et une protéine cytoplasmique, l’ÉR qui initie la réponse 
transcriptionnielle (Figure 1). L’HK et l’ÉR interagissent entre eux de manière 
spécifique en raison de domaines définis (16, 60). Or, de faibles interactions entre 
partenaires auxiliaires sont possibles. La réponse qui résulte de ce "cross-talk" 
servirait à assurer une communication et une coordination entre des réseaux de 
régulation connexes, améliorant ainsi l’adaptation bactérienne et sa survie (107). 
Certaines études vont même jusqu’à comparer les TCS à un réseau neuronal faisant 
preuve d’une mémoire et d’auto-amplification (74). Par ailleurs, l’absence des TCS 
des cellules humaines en font des cibles potentielles pour le développement de 
molécules alternatives à l’utilisation des antibiotiques courants (146, 190, 217). 
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Figure 1. Système à deux composantes, adapté de Depardieu et al. (38).  
Un signal périplasmique est perçu par l’histidine kinase localisée dans la 
membrane interne. Ceci entraine l’autophosphorylation de l’histidine kinase sur un 
résidu histidine. S’en suit le phosphotransfert à l’élément régulateur partenaire sur un 
résidu aspartate. Ainsi, l’élément régulateur change de conformation et initie une 
réponse transcriptionnelle spécifique au signal de départ. 
 
1.4 Famille des histidines kinases 
Les protéines de la famille HK sont de nature homodimérique avec un 
domaine senseur périplasmique N-terminal couplé à un domaine kinase 
cytoplasmique C-terminal. Il existe une grande variabilité de signaux perçus par les 
HK, conséquence des différentes séquences N-terminales et illustrant les diverses 
fonctions auxquelles elles sont associées. L’étude des structures des différents 
domaines mène à la compréhension des mécanismes par lesquels les éléments 
senseurs reconnaissent des signaux et régulent leur activité kinase (198). La structure 
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des HK révèle un repliement différent comparativement à la famille des Ser/Thr/Tyr 
kinases (167). Les signaux peuvent être perçus soit directement par la kinase ou par 
des interactions protéine-protéine. En fait, les HK sont regroupées en 3 familles selon 
la topologie de leur domaine senseur (126). Le premier groupe, majoritaire, est 
caractérisé par des hélices présentes au niveau du périplasme. Le second groupe 
semble percevoir des perturbations associées à la membrane puisqu’il y a absence 
d’hélices extra-membranaires. Le troisième groupe rassemble les HK répondant aux 
stimuli internes. Certaines HK peuvent combiner diverses de ces propriétés. Dans 
tous les cas, le transfert d’information de la région senseur au domaine kinase fait 
probablement intervenir des changements de conformations. Quant à lui, le domaine 
kinase est plus fortement conservé. Le domaine kinase se divise en deux sous-
domaines; une région intermédiaire et le centre catalytique. Il a pour fonction de lier 
l’ATP et de catalyser l’autophosphorylation d’un résidu histidine. Le groupement 
phosphate du résidu histidine est ensuite transféré à un résidu aspartate situé sur le 
domaine receveur de l’élément régulateur partenaire. Chez E. coli, le taux d’auto-
phosphorylation et le niveau de phosphorylation varient selon les HK mais, sont 
généralement proportionnels à l’exception de ArcB, HydH, NarQ, NtrB, BasS, CheA, 
and CreC (231). De plus, la plupart des kinases possèdent une fonction de 
phosphatase. Ceci serait un mécanisme de contrôle du taux d’éléments régulateurs 
phosphorylés et servirait de balancier pour un retour à l’équilibre. Il a été suggéré que 
la fonction phosphatase soit aussi importante pour éviter le "cross-talk" (107). 
 
1.5 Famille des éléments régulateurs  
Les ÉR possèdent un domaine receveur (N-terminal), un élément flexible et 
un domaine effecteur (C-terminal). Les ÉR existent en équilibre sous deux états, soit 
activé ou inactivé. Lorsque phosphorylé, l’ÉR subit une modification de 
conformation vers la forme activée. La région effectrice possède généralement un site 
de liaison à l’ADN, accordant ainsi à l’ÉR le rôle d’activateur ou de répresseur 
transcriptionnel. Dans certains cas, le phosphotransfert de l’HK à l’ÉR favorise la 
formation de dimères qui est nécessaire pour la liaison à l’ADN. Dans d’autres cas, la 
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phosphorylation favorise la liaison à l’ADN sans dimérisation. Ou encore, certains 
ÉR peuvent liés l’ADN sans phosphorylation mais, en ont besoin pour interagir avec 
la machinerie transcriptionnelle (167). Certains des ÉR interagissent avec la sous-
unité σ70 tels que PhoB (14) tandis que d’autres sont spécifiques à σ54 tels que LuxO 
chez Vibrio cholerae (111). En supplément à leur capacité de phosphotransfert, les 
ÉR catalysent leur propre inactivation via l’hydrolyse de l’acyl-phosphate. La demi-
vie des ÉR phosphorylés varie d’une fraction de seconde à des heures dépendamment 
entre autre, de l’obstruction stérique du groupement phosphaté le protégeant ainsi 
d’être hydrolysé. Ainsi, selon leurs structures, il est possible d’évaluer la cinétique 
d’auto-déphosphorylation des ÉR (150). Par ailleurs, en utilisant la technique de 
FRET (Forster resonance energy transfer) et l’ÉR PhoB comme modèle, il a été 
démontré que les ÉR ont la capacité de former des hétéro-dimères avec des ÉR 
spécifiques. Ceci ouvre donc la porte a une "cross-régulation" de certains circuits 
métaboliques (61).  
 
1.6 Famille des protéines de liaison 
Il existe un mécanisme régulationnel par lequel une protéine relie deux TCS 
distincts. Du coup, un TCS peut répondre au signal spécifique d’un second TCS en 
favorisant la forme phosphorylée de l’élément régulateur du second TCS. Chez 
Salmonella, ceci est exemplifié par la protéine PmrD reliant PmrA/PmrB et 
PhoP/PhoQ. Ainsi, lorsque PhoP (ÉR) est activé par PhoQ (HK), PmrD est transcrit 
et se lie à l’ÉR PmrA favorisant sa phosphorylation. Enfin, PmrA régule à son tour 
les gènes sous sa gouverne en absence du signal d’induction de l’HK PmrB (91). 
Chez E. coli, l’équivalent de ce système est caractérisé par la protéine B1500 qui relie 
EvgS/EvgA et PhoQ/PhoP. Dans ce cas, B1500 interagit avec PhoQ (ÉR), 
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2. Régulon Pho 
2.1 Régulon Pho 
Lors d’une carence en phosphate chez E. coli, 208 protéines sont surproduites 
et 205 protéines sont synthétisées à la baisse. L’ensemble de ces 413 protéines 
compose le stimulon phosphate (208). Cependant, seuls les gènes possédant des sites 
reconnus par la protéine régulatrice PhoB sont considérés comme des membres du 
régulon Pho (213). En ce sens, 47 gènes répartis en opéron ou de manière 
monocistronique appartiennent au régulon Pho (10, 93, 196, 213). La régulation 
transcriptionnelle de ces gènes est sous le contrôle du TCS PhoBR (216), lui-même 
étant régulé de manière autogène (215). Ainsi, le régulon Pho constitue le réseau de 
gènes répondant aux variations en phosphate. Par contre il est reconnu que le régulon 
Pho peut intervenir dans divers autres aspects physiologiques de la bactérie tels que la 
formation de biofilms, la composition membranaire et diverses réponses aux stress 
(106).   
 
2.2 La protéine senseur PhoR 
Chez E. coli, PhoR est l’HK du régulon Pho. Cette HK est constituée de 431 
acides aminés et est fortement similaire à EnvZ, indiquant qu’elles partagent un 
ancêtre commun (120). Cinq domaines ont été identifiés en comparant PhoR avec la 
structure tridimensionnelle élucidée de EnvZ. En extrémité N-terminale se retrouve 
une région hydrophobique de 50 acides aminés ancrant la protéine dans la membrane 
interne grâce à deux segments transmembranaires (230). Ce domaine déborde 
légèrement dans le périplasme, ce qui laisse penser qu’il pourrait contenir un site où 
le signal est perçu (174). La séquence suivante de 35 acides aminés est en forme 
d’hélice α et est fortement chargée positivement, stabilisant ainsi l’interaction avec la 
membrane. Ensuite, les résidus 109 à 196 sont responsables du transfert du signal en 
interagissant avec PhoB. La région comprise entre les acides aminés 193 et 267 abrite 
le site de dimérisation et de phosphorylation. Des mutations dans cette région 
induisent des phénotypes altérés d’activation du régulon Pho (229). Quant à la région 
C-terminale, elle fournie l’énergie nécessaire à l’autophosphorylation grâce à un 
   26 
domaine catalytique et de liaison à l’ATP. Pour résumer, lorsque les concentrations 
périplasmiques sont inférieures à 4 μM, PhoR s’autophosphoryle sur un résidu 
histidine en position 213. S’en suit le phospho-transfert à l’élément régulateur PhoB 
sur un résidu acide aspartique, un processus nécessitant la présence de Mg2+ comme 
cofacteur. De plus, PhoR agit aussi à titre de phosphatase de PhoB-activé et cette 
activité serait localisée dans la région de dimérisation et de phosphorylation (25).   
 
2.3 La protéine régulatrice PhoB 
Chez E. coli, PhoB est l’ÉR du régulon Pho. PhoB est composé de 229 acides 
aminés et est fortement apparenté à OmpR, indiquant qu’ils partagent un ancêtre 
commun (119). De nature cytoplasmique, PhoB contient 2 domaines. En région N-
terminale (résidus 1 à 122) se retrouve le domaine receveur dont l’acide aspartique en 
position 53 qui est la cible du phospho-transfert. Le site actif du domaine receveur 
regroupe des acides aminés acides conservés, dont ceux nécessaires à la liaison du 
magnésium (239). En région C-terminale (résidus 131 à 129), se trouve le domaine 
effecteur (116). En fait, la phosphorylation du domaine receveur est requise pour 
l’activation de PhoB ce qui augmente son affinité aux boîtes Pho (50). Au niveau 
structural, l’hélice alpha5 du domaine receveur inhibe le domaine effecteur (4). La 
phosphorylation de PhoB induit un changement conformationnel grâce à la région 
flexible unissant les deux domaines (148). Ceci libère la région effectrice allouant 
ainsi la dimérisation de PhoB (57). Plus précisément, des études de cristallographie 
ont révélé que la dimérisation se produit au niveau de la face α4-β5-α5 du domaine 
receveur (6, 114). Le domaine effecteur est ensuite à même de lier l’ADN en tandem 
de manière symétrique (8). Cette liaison PhoB-ADN ne modifie pas de manière 
significative la structure de PhoB (232). En fait, PhoB s’insère via l’hélice α3 dans le 
sillon majeur de l’ADN et le résidu Arg219 du feuillet β s’oriente dans le sillon 
mineur de l’ADN (Figure 2). Ainsi, PhoB se positionne de manière à interagir avec la 
sous-unité σ70 de l’ARNP via l’hélice α1 (14, 94, 117), ce qui différencie PhoB de 
OmpR, puisque OmpR recrute l’ARNP via la sous-unité α de celle-ci (99, 124, 147). 
Il est aussi connu que PhoB partage le contrôle de la transcription de certains gènes 
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avec d’autres éléments régulateurs. En effet, il a été démontré par la technique de 
footprint que PhoB se lie à la région promotrice de psiE, promoteur qui est aussi 
reconnu par cAMP-CRP, l’ÉR des variations quantitatives en carbone. Ainsi, 
l’expression de psiE est sous le contrôle positif de PhoB et le contrôle négatif de 
cAMP-CRP (93).  
  
 
Figure 2. Positionnement d’un homodimère PhoB-PhoB sur l’ADN, issu 
de Blanco et al. (14).  
La liaison de PhoB à l’ADN s’effectue en tandem. L’hélice α3 s’insère dans 
le sillon majeur de l’ADN et le résidu Arg219 s’oriente dans le sillon mineur de 
l’ADN. La position de PhoB est favorable à une interaction avec la sous-unité σ70 de 
l’ARNP. 
 
2.4 Boîte Pho 
Les boîtes Pho représentent une séquence consensus d’ADN, soit : 5’-
CTGTCATA(A/T)A(T/A)CTGTCA(C/T)-3’ (96, 118, 213). En fait, cette séquence 
se compose de 2 répétions nucléotidiques, espacées de 4 nucléotides, où chacune est 
reconnue par une unité de l’homodimère PhoB-PhoB (14). Les boîtes Pho se 
substituent généralement à la région -35 des promoteurs régulés par PhoB. Dans 
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certains cas, le positionnement des boîtes Pho peuvent entraîner l’inhibition de la 
transcription des gènes en aval (179). De plus, il semble que la présence d’un grand 
nombre de boîtes Pho compense pour la dégénérescence de certaines boîtes Pho (14). 
Par ailleurs, le régulateur global IHF (Integration host factor) se lie à la région 
promotrice de l’opéron pst mais non au promoteur de phoA, deux membres du 
régulon Pho (185). En fait, cette spécificité est attribuable à une cytosine en position -
13 (201). Ainsi, les séquences des boîtes Pho influencent la compétition entre les 
sous-unités σD et σS dans la formation de l’ARNP (200). En considérant diverses 
variables, il est possible de réaliser une matrice mathématique et d’appliquer 
l’algorithme résultant à divers génomes afin d’identifier les boîtes Pho putatives. Il 
n’en demeure pas moins que les candidats doivent être confirmés par des approches 
de biologie moléculaire (235).      
 
2.5 Le Transporteur PstSCAB 
Le système de transport spécifique du phosphate (Pst) est un transporteur actif 
de type ABC de haute affinité pour le phosphate inorganique (224). Le système Pst 
est un membre du régulon Pho. Il est codé par l’opéron pstSCAB-phoU (195) et sa 
transcription est induite lors d’une carence en phosphate via PhoB (96). Néanmoins, 
le transcrit pstSCAB-phoU est dégradé en fragments suggérant une régulation post-
transcriptionnelle rapide (3). De plus, le nombre de fragments d’ARNm de pstS est 
significativement plus abondant ce qui se traduit par une plus grande concentration 
cellulaire de PstS comparativement aux autres membres du système Pst. Ceci 
s’explique par la présence d’une structure palindromique REP (Repetitive Extragenic 
Palindromic) située an aval du locus de pstS (2). Cette séquence répétée favorise la 
stabilité du transcrit pstS en inhibant sa dégradation par les exonucléases (3). De plus, 
une région intergénique entre pstA et pstB possède une homologie de séquence avec 
le transcrit de rpoS en 5’ (Figure 3). Ainsi, il se pourrait que cette région soit un petit 
ARN régulateur post-transcriptionnel positif de RpoS (175). Au niveau fonctionnel, 
PstS est une protéine périplasmique possédant un site de fixation spécifique pour les 
anions H2PO4- et HPO42- (108). PstA et PstC forment le canal dans la membrane 
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interne (32). Il a été proposé que la structure du canal dépende de l’interaction entre 
deux prolines de PstA et PstC gouvernant l’état d’ouverture et de fermeture de celui-
ci (218). La protéine PstB lie et hydrolyse l’ATP fournissant ainsi l’énergie requise 
pour le transport actif du phosphate en provenance du périplasme vers le cytoplasme 




Figure 3. Opéron pstSCAB-phoU et petit ARN régulateur de rpoS, adapté 
de Schurdell et al. (175).  
(A) L’opéron est transcrit d’un promoteur unique et est ensuite clivé en 
plusieurs fragment. (B) Homologie de séquence entre la region 3’ de l’ARNm de pstA 
et la région 5’ de l’ARNm de rpoS. 
 
2.6 PhoU 
La protéine cytosolique PhoU est codée par le gène terminal de l’opéron 
pstSCAB-phoU. En supplément à sa régulation en tant que membre du régulon Pho, 
PhoU pourrait aussi répondre à un autre système transcriptionnel ou même être régulé 
de manière autogène (142). Le rôle de PhoU n’est pas défini hors de tout doute. 
Néanmoins, les études tendent à démontrer que PhoU agit à titre de régulateur négatif 
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du TCS PhoBR (142, 186). En ce sens, PhoU connecterait PhoR et le système Pst 
(142). Aussi, PhoU favoriserait la déphosphorylation de PhoB ou interfèrerait dans la 
formation du complexe d’activation PhoB-PhoR en interagissant avec le domaine 
ATPase de PhoR (145). Cette capacité serait attribuable à une structure similaire de 
type STAT (Signal Transducers and Activator of Transcription). De plus, un motif 
E(D)XXXD conservé pourrait être un site de liaison pour un cofacteur métallique tel 
le fer ou le nickel (112). Par ailleurs, il a été montré que PhoU n’a pas d’impact sur 
l’import du phosphate puisque le système Pst est intact et fonctionnel lorsque PhoU 
est absent. Toutefois, une délétion de phoU occasionne un sévère défaut de 
croissance. Ceci s’expliquerait par le fait que PhoU est impliqué dans la synthèse 
d’ATP (186) ou bien par un niveau anormalement élevé de synthèse du système Pst 
délétère à la bactérie (72).        
 
2.7 Théories du mécanisme de transition du régulon Pho  
Le contrôle du régulon Pho dépend principalement du TCS PhoBR en réponse 
à une carence en phosphate inorganique (121). Or, la transition de l’état activé à l’état 
réprimé résulte de paramètres complexes (206). En effet, le système Pst est connu 
comme étant un régulateur négatif de PhoBR puisque chez des mutants Pst, le 
régulon Pho est activé de manière constitutive (indépendamment des concentrations 
de phosphate inorganique). Ceci semble donc indiqué que le système Pst est couplé 
moléculairement à PhoR et/ou à PhoB (32, 164). Toutefois, les résultats de 
microscopie confocale de la collection ASKA indique clairement que le système Pst 
se retrouve à la grandeur de la bactérie comparativement à PhoR qui se limite aux 
pôles cellulaires (97). De plus, le transport du phosphate en lui-même ne semble pas 
être impliqué dans le mécanisme de régulation. En effet, une mutation ponctuelle 
pstA(R220Q) bloque l’import du phosphate sans pour autant activer de manière 
constitutive le régulon Pho. Fait à noter, ce mutant conserve la capacité d’activer la 
transcription des gènes Pho lors d’une carence en phosphate (32). Ceci étant, la 
concentration intracellulaire en phosphate pourrait être l’élément déclencheur de la 
transition du régulon Pho. En fait, l’activation constitutive du régulon Pho chez un 
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mutant Pst peut être compensée par la surexpression des transporteurs de phosphate 
de faible affinité, PitA et PitB (77). Ainsi, le signal d’activation du régulon Pho serait 
de nature interne, et impliquerait la modulation de l’activité de PhoU. Cette 
affirmation concorde avec le positionnement de PhoU, qui est co-localisé avec PhoR 
(97). De plus, ce système de régulation serait comparable à l’équivalent du régulon 
Pho chez la levure Saccharomyces cerevisiae (203). Toutefois, une étude par FRET a 
démontré que PhoU n’interagit pas directement avec PhoR ni avec PhoB (9). Le 
modèle proposé soutient que CreC, aussi connu sous le nom de PhoM, interagit avec 
PhoB avant même que ce dernier soit activé par PhoR (Figure 4). Ainsi, CreC serait 
l’élément senseur à la base de l’activation précoce du régulon Pho (9). Par ailleurs, il 
a été démontré que PhoB a la capacité de s’autophosphorylé en présence d’acétyle 
phosphate (acP). Cette propriété expliquerait l’activation du régulon en l’absence de 
PhoR et de CreC, via la surexpression du gène ackA, codant pour une acétate kinase 
responsable de l’augmentation intracellulaire du phospho-donneur acP (76). De plus, 
il semble que dans des conditions in vivo, ce circuit d’activation requiert une kinase 
accessoire (95). Toujours est-il que l’acP n’est pas nécessaire à l’activation de PhoB. 
Il aurait plutôt une influence sur la sensibilité ou l’amplitude de la réponse du régulon 
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Figure 4. Interactions entre PhoB, PhoR, PhoU et CreC chez E. coli, issu 
de Baek et al. (9).  
Les lignes pâles représentent la transcription et les lignes foncées les 
interactions protéiques. Les lignes pointillées représentent l’absence d’interaction 
contrairement  aux lignes pleines.  
 
2.8 Théories comportementales du régulon Pho 
Comme mentionné précédemment, PhoBR est autorégulé ou autrement dit, il 
y a une boucle d’auto-amplification lorsque le régulon Pho est activé. De ce 
phénomène découle la théorie comportementale ‘’d’apprentissage’’ du TCS PhoBR. 
En effet, il a été démontré que l’induction du régulon Pho est plus rapide lorsque les 
bactéries ont préalablement fait face à une carence en phosphate (78). Ce constat 
s’expliquerait par le fait qu’il y aurait une accumulation de matériel de régulation tel 
le système Pst sur plusieurs générations, ce qui abaisserait le seuil d’activation du 
régulon Pho (237). D’un autre côté, à l’intérieur d’une population bactérienne 
homogène (génétiquement identique), il existe un phénomène hétérogène de bruit de 
fond. Ainsi, il est possible de distinguer des variations phénotypiques d’une cellule à 
l’autre (165). C’est notamment le cas pour le régulon Pho où une certaine sous-
population peut être induite tandis que le reste des cellules demeurent en état réprimé, 
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on parle alors de la théorie du comportement ‘’stochastique’’. Cette dualité à 
l’intérieur d’une même population confère un avantage de taille au niveau de 
l’adaptation. En effet, la présence d’une diversité phénotypique favorisera la survie 
bactérienne par sélection naturelle, et ce face à différents changements 
environnementaux (180). Par ailleurs, l’effet stochastique est un caractère notable du 
cross-talk entre partenaires auxiliaires des TCS. En ce sens, PhoB peut être activé 
stochastiquement par des HK auxiliaires, soit fortement (ArcB, QseC, KdpD et CreC) 
ou bien seulement lorsque les ÉR partenaires sont absents (BaeS et EnvZ) (237).  
 
2.9 Évolution du régulon Pho 
L’évolution parallèle d’un microorganisme et de son hôte détermine les 
caractéristiques de leur interaction, les gènes de virulence impliqués et les circuits de 
régulation contrôlant l’expression de ces gènes (31). Grâce au séquençage de 
génomes entiers du règne bactérien, aux études structurales et biophysiques, il est 
possible de déterminer comment l’évolution des régulons est influencée en regard des 
niches écologiques (139, 222). D’une part les TCS eux-mêmes peuvent être modifiés 
par la spécialisation de certains domaines ou par la perte de fonctions (75). D’ailleurs, 
il a été démontré qu’une protéine régulatrice transférée dans une autre espèce peut se 
lier aux sites de fixation qui lui sont spécifiques sans pour autant recruter l’ARNP 
(152). Dans certains cas, il peut y avoir perte de gènes ou acquisition de nouveaux 
membres par des transferts horizontaux. Ces gènes acquis s’introduisent 
généralement à l’intérieur d’un opéron ou en aval d’un ancien membre (139, 153). De 
plus, la transcription de certains gènes peut être altérée d’une espèce à l’autre par un 
changement au niveau de la séquence du promoteur (152). Somme toute, l’évolution 
bactérienne implique nécessairement l’émergence de la complexité des systèmes de 
régulation. Les 2 prochaines sections ont pour but de mettre en lumière à quel point 
les déterminants, de virulence ou non, sont hautement spécifiques à chaque souche et 
ce, même lorsqu’ils font partie d’un système métabolique conservé tel le régulon Pho.   
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3. Phénotypes associés au régulon Pho chez E. coli  
3.1 E. coli  non-pathogène  
Chez la souche E. coli K-12 non-pathogène, PhoU est impliqué dans le 
phénomène de persistance. La persistance est la capacité d’une portion de la 
population à survivre à un traitement aux antibiotiques via un état de quiescence 
métabolique. En fait, un transposon mini-Tn10 situé dans la région C-terminale de 
phoU mène à une susceptibilité accrue aux antibiotiques tels l’ampicilline, la 
norfloxacine et la gentamicine. De plus, ce mutant est plus sensible à l’acidité, à la 
chaleur, au peroxyde d’hydrogène, aux inhibiteurs d’énergie et ce, spécialement en 
phase stationnaire. Une étude transcriptomique a aussi montré que cette mutation 
mène à la surexpression des gènes impliqués dans le chimiotactisme, la production 
d’énergie, et la synthèse des flagelles. Ainsi, au-delà du fait que PhoU soit un 
régulateur négatif du régulon Pho, il semble être aussi un régulateur négatif de 
processus métaboliques connexes. Afin de confirmer les résultats, les auteurs ont 
effectué une délétion phoU. Ce mutant présente les mêmes phénotypes de persistance 
mais, a un retard de croissance et est moins stable. Ce mutant a aussi été comparé à 
des mutants de délétion phoB, phoR et phoBR. Les résultats indiquent que ni PhoB ni 
PhoR n’affectent la persistance chez la souche E. coli K-12. De ces résultats, les 
auteurs affirment que les phénotypes observés chez le mutant phoU sont indépendants 
des gènes du régulon Pho. Cependant, leur conclusion est erronée puisqu’ils ne 
prouvent pas que l’activation du régulon Pho n’est pas responsable de ces 
phénotypes. Pour être justes, les auteurs auraient dû utiliser une approche de type 
double mutant tel phoU/phoB (110). 
 
3.3 E. coli entéro-invasive (EIEC) 
Chez la souche E. coli entéro-invasives (EIEC) Ec11, l’insertion d’un 
transposon à l’intérieur de l’opéron pstSCAB-phoU résulte en une augmentation du 
pouvoir d’invasion comme démontré avec des cellules épithéliales HEp-2. Ce 
phénomène semble être dû à l’activation du régulon Pho puisque le phénotype 
d’hyper-invasion corrèle avec la production constitutive de PhoA. Fait à noter, le 
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phénotype d’hyper-invasion n’est pas attribuable à la surproduction de PhoA. De 
plus, la mutation pstSCAB-phoU ne cause pas la surexpression des gènes de l’opéron 
ipa. Ces gènes codent pour des protéines de la membrane externe agissant comme des 
adhésines/invasines et sont retrouvés sur le plasmide de grande taille VIR. 
Cependant, d’autres essais ont montré que le phénotype d’hyper-invasion du mutant 
pstSCAB-phoU est supérieur à la somme des phénotypes d’invasion dus à des gènes 
chromosomaux et plasmidiques. Ainsi, il est fort probable que l’invasion attribuable à 
l’activation constitutive du régulon Pho résulte en une action synergique de ces deux 
circuits d’invasion (178). 
 
3.4 E. coli  entéropathogène (EPEC)  
Chez la souche E. coli entéropathogène (EPEC) LRT9,  l’opéron pst est 
nécessaire à l’expression complète des adhésines EPEC et la délétion de pst inhibe 
l’adhérence bactérienne aux cellules HEp-2. En fait, la transcription de bfp et eae est 
réprimée chez un mutant de délétion pour l’ensemble de l’opéron pst. bfp et eae sont 
responsable pour les phénotypes d’adhérence localisée et intime respectivement. La 
délétion de pstSCAB-phoU réprime aussi perA et perC, des régulateurs de la 
transcription de bfp et eae. Bien que la délétion de l’opéron pst chez la souche EPEC 
LRT9 mène à l’activation constitutive du régulon Pho, ceci n’est pas relié au 
phénotype d’adhérence puisque un double mutant pstSCAB-phoU/phoB montre des 
taux d’adhérence et d’expression de bfp et eae tout aussi faibles que le simple mutant. 
De plus, un mutant ponctuel phoR(T220N) Pho-constitutif n’affecte pas l’adhérence 
de la souche LRT9 (56). Il est possible que la région intergénique entre pstA et pstB 
possédant un rôle dans la régulation traductionnelle de rpoS soit responsable de ce 
phénotype. En effet, chez une souche E. coli entérohémorragique (EHEC), rpoS 
active l’expression du locus d’effacement des entérocytes (LEE), un îlot de 
pathogénicité responsable des lésions attachantes/effaçantes, via DsrA (102). En 
comparaison avec la souche de laboratoire E. coli K-12, la région intergénique entre 
pstA et pstB de la souche EPEC E2348/69 comporte une délétion de 92 paires de 
bases. Cependant, la séquence régulant rpoS est intacte. Enfin, le fait qu’un mutant 
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polaire pstS montre un taux d’adhérence similaire au mutant pstSACB-phoU tandis 
qu’un mutant non-polaire pstS n’affecte pas l’adhérence indique que l’absence de la 
région intergénique entre pstA et pstB est possiblement responsable de l’inhibition de 
l’adhérence bactérienne aux cellules HEp-2 chez la souche EPEC LRT9 (56). 
 
Chez la souche EPEC atypique E128012 (sérotype O114:H2), les mutants du 
système Pst sont déficients quant à l’adhésion aux cellules HEp-2 et T84. Ce 
phénotype a été démontré en étudiant une librairie de mutants par transposon pour 
rechercher des adhésines alternatives à Bfp qui est absent des souches EPEC 
atypiques. Les résultats ont ensuite été confirmés par une délétion dirigée de pstCA. 
Puisqu’il n’y a pas de modèle d’infection animal pour les EPEC atypique, la souche 
Citrobacter rodentium ICC169, un pathogène naturel de souris, a été utilisé afin de 
déterminer si l’opéron Pst contribue à la virulence d’entérobactéries responsables de 
lésions attachantes/effaçantes. Les résultats des infections simples et des coinfections 
montrent que les mutants pstCA chez C. rodentium sont significativement moins 
aptes à colonisés l’intestin de souris C57BL/6 (absence de diarrhée, absence 
d’hyperplasie et décompte bactérien). Fait à noter, la délétion de phoB chez le mutant 
pstCA abolissait l’expression constitutive du régulon Pho et restaurait le phénotype 
sauvage des souches EPEC atypique E128012 et C. rodentium ICC169.  Ceci 
démontre que l’activation du régulon Pho est responsable de l’atténuation de la 
virulence chez les souches EPEC atypique E128012 et C. rodentium ICC169 
probablement en inhibant l’expression d’une adhésine inconnue. Par ailleurs, puisque 
le phosphate est présent en concentration importante dans l’intestin, il est possible 
que des stimuli autres que le phosphate, tel que le pH, soient responsables de la 
régulation de cette adhésine putative via le régulon Pho (28).  
 
3.5 E. coli responsable d’infections extra-intestinales (ExPEC) 
Chez la souche E. coli uropathogène (UPEC) CFT073, une délétion de phoU 
mène à une production de la phosphatase alcaline de manière constitutive mais, 
n’affecte pas le taux de croissance dans l’urine humaine. Par ailleurs, le gène phoU a 
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été identifié par signature-tagged mutagenesis (STM) comme étant essentiel à la 
survie à l’intérieur de tractus urinaire murin (11). Néanmoins, dans un modèle 
d’infection simple murin, le niveau de colonisation du mutant phoU équivaut à celui 
de la souche sauvage CFT073 au niveau du tractus urinaire. D’un autre côté, dans un 
modèle in vivo de coinfection murin, plus sensible que l’infection simple du fait que 
la variation entre animaux est éliminée, les résultats indiquent que le mutant phoU est 
éliminé par la souche sauvage. La complémentation du mutant phoU restaurait le 
phénotype sauvage in vivo (20). Ainsi, il  semble que l’expression inappropriée du 
régulon Pho pourrait être à la source d’un défaut du pouvoir pathogène de la souche 
CFT073 dans des conditions in vivo. Afin de déterminer les effets métaboliques 
pouvant mener à ce désavantage compétitif, des études à l’aide de la technologie des 
microarrays phénotypiques (15) et des microarrays transcriptionnels (181) ont été 
effectuées en comparant la souche sauvage CFT073 et le mutant phoU. Cependant, 
aucun résultat ne permet d’établir de corrélation avec l’atténuation de virulence 
observée in vivo. Du coup, le mécanisme spécifique par lequel PhoU contrôle la 
virulence chez la souche UPEC CFT073 reste à découvrir. Il est possible que 
l’activation constitutive du régulon Pho soit responsable de l’atténuation mais, ceci 
n’a pas été clairement démontré en utilisant un double mutant phoU/phoB.      
 
Chez la souche E. coli responsables d’infections extra-intestinales (ExPEC) 
porcines 5131 O115:K"V165":F165, l’insertion d’un transposon à l’intérieur du gène 
pstC a des effets pléiotropiques relativement à sa virulence. Dans un modèle 
d’infection porcin in vivo, le mutant pstC était avirulent et rapidement éliminé de la 
circulation sanguine. De plus, la composition de la surface bactérienne semble être 
affectée chez le mutant pstC puisque l’épaisseur de la membrane est plus petite que 
celle de la souche sauvage comme démontré par microscopie électronique. Aussi le 
contenu en carbohydrate retrouvé dans le surnageant est inférieur chez le mutant 
pstC. Par ailleurs, la composition en acides gras et la perméabilité de la membrane 
sont aussi perturbées chez le mutant pstC. L’ensemble de ces résultats corrèlent avec 
la surproduction de PhoA, indiquant que l’avirulence chez le mutant pstC de la 
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souche ExPEC porcine 5131 est possiblement due à une modification membranaire 
occasionnée par l’activation constitutive du régulon Pho (35, 104, 144). 
 
Chez la souche ExPEC aviaire χ7122 O78:K80, une délétion des gènes 
pstCAB affecte plusieurs traits de virulence. De plus, cette mutation mène à 
l’activation constitutive du régulon Pho comme rapporté par la surproduction de 
PhoA dans un milieu riche en phosphate. Dans un modèle d’infection aviaire in vivo, 
le mutant pstCAB cause moins de lésions et le nombre de colonies isolées des organes 
extra-intestinaux est significativement réduit. Les capacités de ce mutant à produire 
des fimbriae de type 1, de résister aux effets bactéricides du sérum, au choc acide, 
aux peptides cationiques et au stress oxydatif sont aussi réduites. Par ailleurs, la 
forme du lipide A hexa-acylé 1-pyrophosphate est moins abondante chez le mutant 
pstCAB comme démontré en utilisant la technique de chromatographie en couche 
mince (TLC). Ce résultat abonde dans le sens que le régulon Pho est impliqué dans 
des modifications du lipide A chez le mutant pstCAB et ceci a pour effet de perturber 
la composition de la surface membranaire. Aussi, les données d’une étude 
transcriptomique ont montré que le gène lpxT, codant pour une enzyme qui transfère 
un groupement phosphaté au lipide A, est réprimé chez le mutant pstCAB. En fait, 
470 gènes sont différentiellement exprimés lorsque le mutant pstCAB est comparé à 
la souche sauvage χ7122 dans un milieu riche en phosphate. Au-delà des gènes 
impliqués dans l’adaptation aux variations en phosphate, des gènes de réponses aux 
stress sont modulés dont ceux régissant le stress oxydatif, le stress acide et des gènes 
régulés par RpoS (réponse générale au stress). Ces résultats indiquent que le régulon 
Pho est important pour le pouvoir pathogène de la souche ExPEC χ7122 et gouverne 
une gamme de circuits métaboliques. Cependant, il n’a pas été démontré hors de tout 
doute que ces résultats sont attribuables à l’activation du régulon Pho puisque 
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4. Conservation du régulon Pho chez divers genres bactériens 
4.1 Agrobacterium tumefaciens 
Chez le pathogène végétal Agrobacterium tumefaciens C58, l’adhérence est 
augmentée lors d’une carence en phosphate malgré un retard de croissance. En fait, le 
biofilm est plus dense et couvre plus d’espace pour une même épaisseur. Ces résultats 
ont été confirmés dans des modèles de culture cellulaire statique et en circulation 
continue. La concentration de phosphate à laquelle les résultats ont été effectués était 
inférieure au seuil d’activation du régulon Pho. Ceci suggère que le système 
régulationnel gouverné par le système à deux composantes PhoBR est impliqué dans 
la biogenèse de biofilms chez A. tumefaciens C58 (36). 
 
4.2 Bacillus subtilis 
Chez Bacillus subtilis, le régulon Pho est contrôlé par 3 TCS : PhoP/PhoR, 
ResD/ResE et le système de phosphorelais menant à la phosphorylation de SpoOA 
(193). Les deux premiers systèmes sont des régulateurs positifs contrairement à 
SpoOA qui lui est un inhibiteur. De manière générale, PhoPR est responsable de 
l’induction primaire des membres du régulon Pho. PhoP-activé est nécessaire pour 
l’expression de l’opéron resABCDE tandis que ResD est responsable de l’activation 
de 80% du régulon Pho. Ainsi, il y a une boucle rétrocontrôle positive. De plus, RedD 
est responsable de la modulation des gènes de respiration anaérobique, la synthèse du 
cytochrome C et l’hème A (80). Par la suite, lorsque la réponse orchestrée par PhoPR 
est en fin de boucle (environ 2 heures), Spo0B and Spo0F, entament une cascade de 
phosphorylation déboulant jusqu’au recrutement de Spo0A. Ainsi, la transcription de 
phoPR est réprimé et par conséquent, celle des membres du régulon Pho (81). 
 
Plus spécifiquement, la cystéine en position 303 de l’histidine kinase est 
importante dans la stabilisation du complexe PhoP-PhoR lors du  phosphotransfert 
(49). Il a aussi été démontré que la phosphorylation et la dimérisation du domaine N-
terminal et la liaison à l’ADN du domaine C-terminal de PhoP chez B. subtilis sont 
des fonctions indépendantes. Ceci est une caractéristique qui le distingue de PhoB 
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chez E. coli (113). Par ailleurs, les promoteurs reconnus par PhoR sont divisés en 
deux catégories; P(1) et P(2). Les gènes des promoteurs P(1) sont transcrits lorsque le 
régulon Pho n’est pas activé ou lorsqu’il y a une activité basale. Il s’agit d’une 
transcription faible utilisée pour la perception et la traduction du signal (159). Dans 
cette situation, σA et σE favorisent l’autoinduction de l’opéron phoPR (1, 149). Quant 
aux gènes des promoteurs P(2), ils sont transcrits lorsque les cellules effectuent la 
transition entre la phase exponentielle de croissance et la phase stationnaire et 
lorsqu’il y a carence en phosphate, ces deux phénomènes concordent généralement 
ensemble.  
 
Quant au système Pst de B. subtilis, il possède cinq membres tout comme chez 
E. coli à la différence que phoU est absent et qu’il y a deux copies du gène 
homologues à pstB (199). De plus, une distinction majeure versus E. coli est que le 
système Pst de B. subtilis n’est pas impliqué dans la régulation négative du régulon 
Pho (162). Enfin, B. subtilis possède une famille d’au moins 4 phosphatases alcalines. 
Néanmoins, PhoAIV et PhoAIII composent à elles seules 98% de la production des 
phosphatases alcalines. Leur induction est dépendante des promoteurs P(2) (81). 
 
4.3 Campylobacter jejuni 
Chez Campylobacter jejuni, le TCS PhosS (HK) et PhosR (ÉR) atypique est 
activé en carence de phosphate. Celui-ci module l’expression de 12 gènes dont le 
système Pst. PhosR n’est pas autorégulé et reconnait les boîtes Pho 5'-
GTTTCNAAAANGTTTC-3'. De plus, l’homologie entre les orthologues PhoBR d’E. 
coli est faible (226). Aussi, la phosphatase est distincte de PhoA classique tout en 
étant soumise à la régulation de PhosSR. En fait, la phosphatase de C. jejuni est 
spécifique aux phosphomonoesters, requiert du Ca2+ et est optimale à pH 10. Les 
caractéristiques inhabituelles de PhoA(Cj) la classe donc dans la famille des PhoX, 
un groupe séparé de phosphatases alcalines Tat-dépendantes (207). 
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4.4 Caulobacter crescentus 
Chez Caulobacter crescentus, la formation des tiges ("stalk") est régulée par 
la concentration environnante de phosphate. En effet, l’élongation des tiges est de 30 
fois supérieure lorsque les cellules subissent une carence en phosphate. Un mutant Pst 
dont le régulon Pho est activé constitutivement fait de très longues tiges. Toutefois, 
lorsque les gènes pstS/phoB sont mutés, l’élongation a toujours lieu de la même 
manière que la souche sauvage dans des conditions riches en phosphate. Dans un 
milieu pauvre en phosphate, le double mutant pstS/phoB synthétise des tiges 
beaucoup plus petites que le sauvage. Ceci est logique dans le sens que la synthèse 
des tiges n’est pas sous le contrôle de PhoB, contrairement à leur élongation. De plus 
l’utilisation du double mutant démontre que PhoB est épistatique à PstS pour ce 
phénotype et pour l’activation du régulon Pho (69). 
 
4.5 Corynebacterium glutamicum  
Chez Corynebacterium glutamicum, le TCS PhoRS est responsable de 
l’activation des gènes répondant aux variation en phosphate (98). PhoR est l’ÉR et 
PhoS est l’HK. PhoRS est soumis au phénomène d’autorégulation. Il a été confirmé 
que la phosphorylation de PhoR augmente son affinité de liaison à l’ADN. En ordre 
décroissant, PhoR lie préférentiellement le promoteur de pstSCAB > phoRS > phoC > 
ushA > porB > ugpA > pitA > nucH et phoH1 > glpQ1. La séquence 5’-
CCTGTGAAaatCCTGTGAA-3’ constitue la boîte Pho chez C. glutamicum (172). De 
plus, une analyse a montré que 92 gènes sont modulés soit positivement ou 
négativement suite à une carence en phosphate (82).  
 
4.6 Clostridium acetobutylicum 
Chez Clostridium acetobutylicum ATCC 824, l’opéron pst se compose de 
pstS, pstC, pstA, pstB, et phoU et la structure prédite du système Pst est comparable à 
celle d’E. coli. En étudiant la réponse transcriptionnelle, il a été observé que le seuil 
d’activation en phosphate est de 0,2 mM. Le transcrit dominant est un ARNm de 1,2 
kb correspondant à pstS. Par ailleurs, les variations d’abondance relative des 
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différents transcrits à différents pH suggèrent que le pH est aussi un signal contrôlant 
la régulation de l’expression du système Pst chez C. acetobutylicum (58).  
 
4.7 Clostridium perfringens 
Chez Clostridium perfringens, le phosphate inorganique induit la sporulation. 
En effet, l’absence de phosphate inorganique en phase stationnaire de croissance 
mène à un phénotype spo0A, c’est-à-dire qu’il y a absence des signes précoces de 
divisions cellulaires. De plus, la CPE (entérotoxine C. perfringens) est produite en 
réponse à la sporulation et est un facteur de virulence grave dans les maladies gastro-
intestinales. Le phosphate est le premier signal découvert induisant la sporulation 
chez C. perfringens (156). 
 
4.8 Cyanobactéries 
Chez les cyanobactéries, le phosphate est habituellement un élément limitant 
dans leurs différentes niches écologiques. L’analyse par algorithme de 19 génomes de 
cyanobactéries a démontré une hétérogénéité des régulons Pho. En effet, les gènes 
impliqués dans l’assimilation du phosphate sont soient dépendants ou indépendants 
de SphR, la protéine régulatrice, selon les espèces. De plus, des boîtes Pho ont été 
retrouvées au niveau des promoteurs de gènes associés à des fonctions autres que le 
phosphate. Enfin, 3 génomes ne possèdent ni sphR ni site de reconnaissance (48). La 
caractérisation de divers écotypes de Prochlorococcus a aussi démontré une très forte 
variabilité au niveau de l’organisation du régulon Pho qui pourrait être corrélée à la 
biodisponibilité du phosphate d’où la souche provient (125). 
 
4.9 Mycobacterium smegmatis 
Chez Mycobacterium smegmatis, la délétion de pstSCAB cause l’expression 
constitutive des gènes, dont PhoA, contrôlés par le système à deux composantes 
SenX3-RegX3 (66, 100). En fait, SenX3 agit comme phospho-donneur et 
phosphatase de l’ÉR RegX3. L’opéron phnDCE est aussi sous le contrôle positif de 
RegX3. Cependant, phnF n’est pas affecté par RegX3 et est lui-même un régulateur 
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négatif de l’opéron phnDCE (62). En fait le système Phn serait aussi un système de 
haute affinité pour le phosphate, or il ne reconnait pas les phosphonates (63).  Chez 
M. tuberculosis,  il y a deux systèmes Pst et les deux protéines PstS1 et PstS2 ont été 
montré comme étant des facteurs de virulence mais, il est plus sécuritaire d’étudier ce 
système dans une espèce non-pathogène telle M. smegmatis qui possède un système 
équivalent (18, 204). Par ailleurs, les porines MspA et MspC semblent être 
importantes pour l’acquisition du phosphate puisqu’une délétion de celles-ci entraine 
un retard de croissance sévère sur un milieu pauvre en phosphate (225).    
 
4.10 Myxococcus xanthus 
Chez Myxococcus xanthus, plusieurs TCS contrôlent les variations en 
phosphate; PhoR1P1, PhoR2P2 et PhoR3P3 (26, 140). D’ailleurs, M. xanthus se 
différencie morphologiquement en structure macroscopique multicellulaire ("fruiting 
bodies")  lorsqu’elle subit une carence en phosphate. Chaque cellule végétative est 
alors appelée myxospore. Par ailleurs, les réserves de phosphate internes semblent 
inexistantes puisqu’une concentration inférieure à 10 μM a pour effet de doubler le 
temps de division cellulaire (223). De plus, il existe un quatrième TCS "solitaire", 
PhoP4. Cet élément régulateur est essentiel pour assurer l’expression des 3 
phosphatases, du système Pst et maintenir un niveau de sporulation élevé. Malgré le 
fait que PhoP4 interagisse avec l’HK PhoR2, les phénotypes observés tendent à 
démontrer que PhoP4 interagit préférentiellement avec une HK inconnue qui ne se 
situe pas dans sa région chromosomale proche (155).  
 
4.11 Salmonella enterica serovar Typhimurium 
Chez Salmonella enterica serovar Typhimurium, le régulon Pho consiste d’au 
moins 21 gènes dont le TCS PhoBR. Contrairement à E. coli, phoA, psiF et l’opéron 
phnC-à-phnP sont absents. Le locus psiR de S. typhimurium correspond probablement 
à l’opéron pstSCAB-phoU. Le gène apeE, qui code pour une estérase, est aussi connu 
pour être un membre du régulon Pho. Sa présence chez S. enterica serovars Typhi et 
Paratyphi A, autant que chez S. enterica serovar Typhimurium et son absence d’E. 
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coli indique que ApeR pourrait être impliqué dans la virulence (30). Par ailleurs, il 
existe deux systèmes pour le clivage des phosphonates; le C-P lyase et la 
phosphonatase. S. typhimurium possède 7 gènes (phnR à phnX) qui corresponde à la 
voie de la phosphonatase. En comparaison, E. coli utilise uniquement la voie de la C-
P lyase et Enterobacter aerogenes possèdent les deux voies métaboliques (85). 
Somme toute, le régulon Pho peut être fortement divergent pour des genres bactériens 
similaires.  
 
4.12 Serratia sp. 
Chez Serratia sp. ATCC 39006, une mutation de pstS affecte le quorum 
sensing et la synthèse de métabolites secondaires. En fait, autant la mutation pstS 
qu’une carence en phosphate induit l’expression de smaI, un régulateur du quorum 
sensing de type LuxIR. De plus, la mutation pstS augmente la biosynthèse de la 
prodigiosine, un pigment de couleur rouge antifongique et antiprotozoaire. Cet effet 
est indirecte puisqu’il est dépendant de l’activation de rap, le régulateur de l’opéron 
codant pour la  biosynthèse de la prodigiosine pigA-O (71). 
 
4.13 Sinorhizobium meliloti 
Chez Sinorhizobium meliloti, 31 gènes sont induits et 3 gènes sont réprimés 
par l’ÉR PhoB lors d’une carence en phosphate. Parmi ceux-ci, certains sont 
impliqués dans le métabolisme du phosphate dont l’opéron pstSCAB (234) tandis que 
d’autres participent notamment à l’homéostasie du fer ou à la réponse oxydative 
(katA) (235). Dans ce cas, la transcription de katA est indépendante du promoteur par 
lequel OxyR régule katA généralement. L’impact phénotypique de cette 
surexpression de katA se traduit par une augmentation de la résistance au peroxyde 
d’hydrogène, un agent inducteur de stress oxydatif. Cette propriété est aussi partagé 
avec P. aeruginosa et A. tumefaciens (233). D’un autre côté, S. meliloti synthétise 
deux types d’exopolysaccharides. Le premier est le succinoglycane (EPS I) et serait 
régulé indirectement par PhoB (163). Le second est le galactoglucane (EPS II) et est 
produit en période de carence en phosphate. La régulation transcriptionnelle positive 
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est le résultat de la liaison coopérative de PhoB et WggR au niveau des promoteurs 
proximaux des gènes codant pour la synthèse de l’EPS II. Cependant, MucR est un 
fort inhibiteur de l’expression de ces gènes en se liant au niveau des promoteurs 
distaux. La synthèse du galactoglucan repose donc sur un modèle de régulation 
complexe (10). Par ailleurs, PhoB semble impliqué dans la régulation du quorum 
sensing via l’activation de sinR qui activera ensuite l’expression de sinI (128).  
 
4.14 Shigella flexneri 
Chez Shigella flexneri, une mutation de l’opéron pst-phoU mène à la 
production constitutive de PhoA. De plus, cette mutation provoque un phénomène 
d’hyper-invasion lorsque cultivé avec des cellules HEp-2. Les plages de lyse sur une 
monocouche de cellules de Henle chez le mutant pst sont aussi affectées. Or, 
l’expression du régulon Pho via l’activation constitutive de PhoB pourrait être en 
cause. Un double mutant pst/phoB restaure le phénotype sauvage confirmant que ces 
phénotypes sont PhoB-dépendants. Il est donc possible que S. flexneri lors d’une 
infection rencontre des conditions de carence en phosphate qui induirait ce trait de 
virulence augmentant ainsi son pouvoir pathogène (168, 178). Par ailleurs, le 
séquençage de phoB de S. flexneri a mis en évidence une mutation en position 172 
modifiant ainsi une leucine pour une arginine comparativement à PhoB chez E. coli. 
Cette divergence de PhoB pourrait expliquer en partie l’absence d’expression du gène 
phoE d’E. coli lorsque complémenté en trans chez S. flexneri (173). 
 
4.15 Streptomyces coelicolor 
Chez Streptomyces coelicolor, la disponibilité du phosphate influence la 
capacité de produire des antibiotiques et des métabolites secondaires. Le contrôle du 
régulon Pho dépend du TCS PhoPR, où PhoP est l’ÉR et PhoR est l’HK. La boîte Pho 
correspond à la séquence 5’-G(G/T)TCAYYYR(G/C)G-3’ (183). S. coelicolor 
possède deux transporteurs de faible affinité pour le phosphate, PitH1 et PitH2, en 
plus du système Pst. PitH1 est sous la gouverne de l’élément régulateur PhoP. 
Cependant, le promoteur pitH2 ne possède pas de boîte Pho et ne répond donc pas à 
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PhoP (170). Par ailleurs, trois gènes codant pour des phosphatases alcalines ont été 
identifiés; phoA, phoC et phoD. En fait, PhoA et PhoC sont des phosphatases 
alcalines communes tandis que PhoD s’apparente davantage à la phospholipase D de 
Streptomyces chromofuscus. Par différentes techniques, il a été établi que PhoA et 
PhoD étaient des membres du régulon Pho contrairement à PhoC (5). Par ailleurs, il a 
été démontré que PstS est glycosylé. Or, lorsque le gène ppm1 est muté, S. coelicolor 
acquiert une résistance phagique. Du coup, il a été proposé que la glycosylation de 
PstS soit nécessaire pour la synthèse du récepteur phagique (219). Au niveau du 
contrôle de la biosynthèse des antibiotiques actinorhodine et undecylprodigiosine, 
PhoP compétione avec le régulateur positif AfsR. Autrement dit, PhoP est un 
régulateur négatif indirect puisqu’il se lie à la région promotrice de l’opéron afsSR. 
Réciproquement, AfsR a aussi la capacité de lier les boîtes Pho ce qui suggère un 
réglage fin du contrôle des métabolites secondaire chez  S. coelicolor (171). 
 
4.16 Streptomyces lividans 
Chez Streptomyces lividans, la biosynthèse des métabolites secondaires est 
fortement réprimée lors d’une carence en phosphate. Ainsi, la production 
d'actinorhodine et d’undecylprodigiosine est augmentée chez des les mutants phoP et 
phoPR. De plus, la phosphatase alcaline n’est plus exprimée chez ces mêmes mutants 
(182). Ceci concorde avec le rôle de système à deux composantes de PhoPR comme 
responsable du régulon Pho (64). Par ailleurs, le métabolisme du carbone et du 
phosphate semblent interconnectés puisque PstS s’accumule dans le milieu 
extracellulaire en présence de certains sucres. Il a aussi été remarqué qu’une délétion 
de pstS favorise la différentiation et la sporulation chez S. lividans (40).  
 
4.17 Streptomyces natalensis 
Chez Streptomyces natalensis, la synthèse de l’antifongique pimaricine 
dépend de la régulation en réponse au phosphate. En effet, des concentrations de 
phosphate inorganique inférieures à 10 mM inhibe l’expression des gènes produisant 
la piramicine dont le régulateur positif pimR. Cependant, aucune boîte Pho n’a été 
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identifiée en amont des gènes pim. En parallèle, une délétion du gène codant pour le 
régulateur PhoP mène à la surexpression des gènes pimS1, pimS4, pimC et pimG 
indiquant que le TCS PhoPR agit indirectement (132). 
 
4.18 Synechocystis sp.  
Chez Synechocystis sp. PCC 6803, le régulon Pho est contrôlé par l’ÉR SphR 
et l’HK SphS (88). L’analyse par microarray a démontré que 12 gènes étaient 
fortement induits en réponse à une carence en phosphate dont phoA, pst1, pst2 et 
nucH (une nucléase extracellulaire) (197). Par ailleurs, seulement le système Pst1 est 
impliqué dans la répression du régulon Pho chez les cellules en condition suffisante 
de phosphate (22). 
 
4.19 Proteus mirabilis 
Chez Proteus mirabilis HI4320, la mutation des gènes du système Pst (pstS et 
pstA) mène à l’atténuation dans un modèle d’infection urinaire de souris. Ces 
mutations entrainent aussi l’activation constitutive du régulon Pho via le TCS PhoBR. 
La complémentation en trans restaure les phénotypes sauvages. Il a donc été avancé 
que Pst pouvait être considéré comme un facteur de virulence chez P. mirabilis 
HI4320 (83). Hélas, cette affirmation est erronée selon les postulats moléculaires de 
Koch établis par Falkow qui stipulent qu’un facteur de virulence se doit d’être absent 
des souches commensales ce qui n’est manifestement pas le cas pour le système Pst 
(55).     
 
 4.20 Pseudomonas aureofaciens 
Chez Pseudomonas aureofaciens PA147-2, la mutation des gènes du système 
Pst (pstC et pstA) inhibe la formation de biofilm. Ces résultats corrèlent avec 
l’activation constitutive du régulon Pho puisque l’abolition de ce dernier restaure la 
formation de biofilm. Aussi, il a été montré que la production de biofilm dépend de la 
concentration de phosphate dans le milieu extracellulaire. Par ailleurs, les mutations 
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pstC et pstA affectent l’activité antifongique de la souche P. aureofaciens PA147-2 
comme démontré in vitro contre Gaeumannomyces graminis var. tritici (138).  
 
4.21 Pseudomonas aeruginosa 
Chez Pseudomonas aeruginosa, le système Pst se compose de PstC, PstA, 
PstB et PhoU. La différence majeure avec E. coli est l’absence de la protéine 
périplasmique PstS. La délétion de l’ensemble de l’opéron mène à l’activation 
constitutive du régulon Pho contrairement à une délétion unique de pstC ou pstA. De 
plus, PstB et PhoU sont essentiels à la répression du régulon Pho (144). Bien que E. 
coli et P. aeruginosa appartiennent à des genres différents et que leur contenu en GC 
diffère, les boîtes Pho sont fortement conservées (177). Il en va de même chez 
Pseudomonas putida (228). Par ailleurs, P. aeruginosa est plus virulent dans un 
milieu pauvre en phosphate dans un modèle de nématodes Caenorhabditis elegans. 
En fait, une rougeur intense apparait dans ces vers avant la mort attribuable à P. 
aeruginosa. Ceci est le résultat de trois systèmes; PhoB, MvfR-PQS (quorum 
sensing) et celui de la synthèse de pyoverdine. L’activation de ces trois systèmes 
produit un complexe PQS+Fe3+ coloré responsable du phénotype létal. Chez la souris, 
PQS+Fe3+ est associé à une mortalité causée par l’apoptose des cellules épithéliales 
intestinales (236).       
 
4.22 Pseudomonas fluorescens 
Chez Pseudomonas fluorescens Pf0-1, les phosphatases PhoX et PhoD sont 
des membres du régulon Pho. Ces phosphatases sont exportées via le système de 
sécrétion Tat. De plus, il a été démontré que des mutants pour plusieurs sidérophores 
influençaient l’activité de ces phosphatases mais, pas au niveau transcriptionnel 
(137). D’un autre côté, il y a expression du gène rapA, qui code pour une c-di-GMP 
phosphodiestérase, suite à l’activation du régulon Pho. RapA agit en tant 
qu’inhibiteur indirecte des biofilms. En fait, RapA diminue le niveau intracellulaire 
de c-di-GMP ce qui diminue la sécrétion de LapA, un facteur d’adhésion essentiel à 
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la formation des biofilms chez P. fluorescens (136). Il s’agit possiblement du meme 
phénomène qu’observé chez Pseudomonas aureofaciens (138).  
 
4.23 Vibrio cholerae 
Chez Vibrio cholerae, la délétion de phoB mène à l’atténuation de la 
virulence. Les mutants phoB colonisent moins l’intestin de lapin que la souche 
sauvage de V. cholerae. Fait intéressant, l’ajout de phosphate inorganique à 
l’inoculum restaure partiellement le défaut de colonisation du mutant phoB. Ceci 
laisse croire que le régulon Pho peut être sujet à d’autres signaux environnementaux. 
(211) L’analyse protéomique du mutant phoB a démontré qu’une réponse générale au 
stress était induite. De plus, une porine appartenant au régulon Pho, similaire à PhoE 
de E. coli, est impliquée au niveau de la colonisation illéale (70). Toutefois, PhoBR 
n’affecte pas la production de la toxine cholérique (212). Aussi, la phosphatase 
alcaline PhoA est de nature monomérique et semble être indépendante de PhoBR 
(115). Par ailleurs, PhoB serait activé tardivement durant l’infection peut-être en 
réponse à un épuisement du phosphate. En ce sens, PhoB induit l’opéron acgAB, qui 
code pour une enzyme à c-di-GMP, ce qui augmente la motilité de V. cholerae. Ce 
serait donc un moyen de se préparer à quitter l’hôte et à se disséminer dans le milieu 
environnemental aquatique (160). De plus, PhoB réprime la formation de biofilm. 
Aussi, la délétion de phoB augmente la sensibilité au peroxyde d’hydrogène et 
diminue la sensibilité à l’acidité et à l’omolarité en comparaison à la souche sauvage 
et à un mutant rpoS. C’est donc dire que l’activation du régulon Pho favorise un 
mode de vie planctonique chez V. cholerae et suggère que PhoB module la réponse 
aux stress environnementaux  indépendamment du régulateur global de la réponse au 
stress RpoS (192). 
 
4.24 Saccharomyces cerevisiae 
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, le transport actif du phosphate 
inorganique s’effectue à travers la membrane plasmique. L’acquisition du phosphate 
est primordiale afin de maintenir une réserve interne suffisante (154). En fait, 
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l’accumulation de polyphosphates cytoplasmiques sert de "tampon" afin de filtrer les 
fluctuations transitoires des niveaux de phosphate extracellulaires. Par ailleurs, les 
gènes répondant à une carence en phosphate n’ont pas tous la même cinétique 
d’expression. Par exemple, le transporteur de haute affinité pour le phosphate Pho84 
(176) est exprimé lors d’une carence transitoire contrairement à Pho5, la principale 
phosphatase acide qui est exprimée suite à une plus longue carence (203). Par 
ailleurs, la délétion de pho80 ou pho85, codant pour des régulateurs négatifs, 
augmente la production de Pho4. En fait, Pho4 est l’activateur transcriptionnel des 
différents gènes inductibles lorsque S. cerevisiae fait face à une carence en phosphate 
(209). 
 
5. Stratégies alternatives à l’utilisation d’antibiotiques 
5.1 Molécules thérapeutiques ciblant les TCS  
La résistance bactérienne aux antibiotiques conventionnels est une 
préoccupation majeure. Ainsi, de nouvelles stratégies sont nécessaires afin de freiner 
ce phénomène telle l’utilisation de molécules thérapeutiques ciblant les TCS (227). 
En effet, les TCS sont nécessaires à l’adaptation bactérienne lors de l’infection de 
l’hôte. De plus, l’absence de ces systèmes des cellules eucaryotes en font des cibles 
privilégiées. En fait, il existe plusieurs classes d’inhibiteurs de TCS chez les Gram-
positif et les Gram-négatif (12, 65, 188-190, 217). La conception des molécules 
s’effectue en fonction de l’analyse structurale des TCS (187) et ces composés 
synthétiques sont ensuite validés par des systèmes de criblage à haut débit (51, 68, 
146). À elle seule, la génomique structurale a contribué à identifier plus de 30 
nouveaux domaines catalytiques en 3 ans (122). Néanmoins, le principal mécanisme 
demeure l’agrégation des HK via une altération structurale du domaine catalytique en 
C-terminal. Il est aussi courant d’utiliser une combinaison de plusieurs classes de 
molécules (65, 190). Les effets peuvent être bactéricides ou bactériostatiques. De 
plus, certains composés rendent le pathogène avirulent sans pour autant affecter la 
croissance bactérienne, en ciblant spécifiquement un circuit régulationnel de 
virulence (166).  
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5.2 Vaccins de souches atténués concernant les TCS 
La vaccination est soit de nature préventive ou thérapeutique. Les vaccins se 
divisent en 4 catégories : des agents infectieux inactivés, des agents vivants atténués, 
des sous-unités d’agents infectieux ou des toxines inactivées. Un exemple de vaccin 
atténué est celui contre la tuberculose, le Mycobacterium bovis Bacille Calmette-
Guerin (BCG). Or, l’efficacité mitigée du vaccin BCG motive les chercheurs à 
trouver un meilleur candidat. Par ailleurs, il a été démontré qu’une délétion de PhoP, 
l’ÉR du TCS PhoPR, mène à l’atténuation de la souche Mycobacterium tuberculosis 
(151). Des tests afin de confirmer le pouvoir immunogène et l’efficacité protectrice 
du vaccin atténué ont donc été effectués avec succès chez des souris, des cochons et 
des macaques rhésus (123, 210). De plus, la principale préoccupation concernant les 
vaccins atténués est leur innocuité. À cette fin, des tests de stabilité sont effectués sur 
de longues périodes autant dans des modèles in vivo qu’in vitro; la présence de 
révertants serait un argument dissuasif pour la poursuite des essais. Fait à noter, les 
souches atténuées sont généralement truffées de mutations diverses afin de prévenir le 
regain du pouvoir pathogène de la souche sauvage. Aussi, la bactérie atténuée se doit 
d’être sensible à une gamme d’antibiotiques. Enfin, le vaccin atténué doit avoir été 
démontré sécuritaire et non-toxique dans un modèle animal avant de poursuivre son 
développement en phase clinique (24).    
 
5.3 Interférence avec des traits de virulence 
Parmi les méthodes alternatives à l’utilisation d’antibiotiques, des avancées 
prometteuses sont faites au niveau de l’interférence avec certains traits de virulence 
sans pour autant cibler directement la viabilité bactérienne. Par exemple, l’adhésion et 
l’invasion peuvent être bloquées en utilisant des analogues aux récepteurs comme 
dans le cas de l’adhésion par FimH (molécules à base de α-D-mannose) (220). 
D’ailleurs, des composés naturels tels que les proanthocyanidines présentes dans le 
jus de canneberge saturent les adhésines bactériennes inhibant ainsi l’adhésion lors 
d’infections urinaires (79). De plus, certains composés ont été synthétisés de manière 
à mimer les ligands afin d’arrêter la biogénèse des pilus y étant associés (157). Dans 
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d’autres cas, il est possible de prévenir la formation de biofilms en appliquant sur les 
surfaces un polysaccharide capsulaire de groupe II d’E. coli à large spectre (205). 
Certaines stratégies sont aussi basées sur l’aspect compétitif des niches de 
colonisation lors d’une infection. En effet, il est possible d’administrer 
volontairement une souche atténuée ou non-pathogène dans l’optique de réduire le 
nombre de sites disponibles spécifiques à la colonisation de l’espèce à contrer (194). 
Somme toute, ces thérapies préventives et curatives spécifiques à des facteurs de 
virulence préviennent potentiellement l’émergence de nouvelles souches multi-
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ABSTRACT 
 
Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) strains are associated with respiratory 
infections and septicemia in poultry. The Pho regulon is jointly controlled by the two-
component regulatory system PhoBR and by the phosphate-specific transport (Pst) 
system. To determine the specific roles of the PhoBR regulon and the Pst system in 
the pathogenesis of the APEC O78 strain χ7122, different phoBR and pst mutant 
strains were tested in vivo in chickens and in vitro for virulence traits. Mutations 
resulting in constitutive activation of the Pho regulon rendered strains more sensitive 
than the wild-type to hydrogen peroxide and to the bactericidal effects of rabbit 
serum. In addition, production of type 1 fimbriae was also impaired in these strains. 
Using a chicken competitive infection model, all PhoB constitutive mutants were out-
competed by the wild-type parent, including strains containing a functional Pst 
system. Cumulative inactivation of the Pst system and the PhoB regulator resulted in 
a restoration of virulence. In addition, loss of the PhoB regulator alone did not affect 
virulence in the chicken infection model. Interestingly, the level of attenuation of the 
mutant strains correlated directly with the level of activation of the Pho regulon. 
Overall, results indicate that activation of the Pho regulon rather than phosphate 
transport by the Pst system plays a major role in the attenuation of APEC.  
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INTRODUCTION 
 
Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) O78:K80:H9 strain χ7122 is involved in 
the development of diseases such as septicemia, perihepatitis, and pericarditis and it 
belongs to one of the most prevalent serogroups that cause avian colibacillosis (12). 
In addition, APEC are a subset of extra-intestinal pathogenic E. coli (ExPEC) and 
share virulence traits with strains isolated from human cases of neonatal meningitis, 
urinary tract infections, and septicemia. Thus, APEC strains represent a high risk of 
zoonotic infection (22) and their virulence gene pool may contribute to emergence of 
other ExPEC (15).  
 
Bacterial pathogens use specific mechanisms to mediate adaptive responses to the 
different environments and stresses encountered within the host (32). As a result, this 
dynamic process leads to adaptation and survival in different niches during infection. 
Bacteria use two-component regulatory systems (TCRS) to translate environmental 
stimuli into expression of a highly precise response (34). The PhoBR TCRS present 
in many bacterial species responds to external phosphate concentrations and controls 
gene transcription of the Pho regulon (22). The activation signal, phosphate-limiting 
conditions, promotes the autophosphorylation of the sensor kinase PhoR (31). Then, 
the phosphoryl group is transferred to its cognate response regulator PhoB (30). In its 
activated state, PhoB binds to consensus sequences in the upstream regions of Pho-
dependent genes, the Pho-boxes, where it regulates transcription through interaction 
with RNA polymerase associated with σ70 (2, 29).  
 
The pst operon belongs to the Pho regulon. The Pst system encodes a high affinity 
ABC-transporter of inorganic phosphate (Pi) which includes a periplasmic Pi binding 
protein (PstS), two membrane permeases (PstA and PstC), an ATPase (PstB), and 
PhoU (38, 44). Moreover, the molecular mechanisms that lead to turning off the Pho 
regulon involve the Pst system. Indeed, most mutations in the Pst system result in 
constitutive expression of the Pho regulon, regardless of environmental phosphate 
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concentrations (48). Furthermore, it is well recognized that inactivation of the Pst 
system, constitutive expression of the Pho regulon and bacterial virulence are linked 
in diverse bacterial species (28). In APEC strain χ7122, deletion of the pstCAB genes 
was shown to reduce virulence in a chicken infection model and to affect multiple 
virulence attributes including production of type 1 fimbriae, resistance to cationic 
peptides, to the bactericidal effects of rabbit serum, to acid shock and to oxidative 
stress (9, 26). Transcriptional analyses demonstrated the induction of a general stress 
response in the pst mutant, including increased expression of genes involved in 
adaptation to acid stress, oxidative stress, and the general stress response (notably 
RpoS-regulated genes). In addition, genes associated with cell surface composition 
were modulated (9). As the Pst system contributes to both regulation of the Pho 
regulon  and to high-affinity uptake of Pi,  it remains to be determined if the effects of 
Pst inactivation on APEC virulence are mediated through the PhoBR TCRS or 
deficiency in phosphate uptake (28).  
 
Hence, the purpose of this investigation was to test the hypothesis that the PhoBR 
TCRS rather than the Pst system is critical to the virulence of APEC. To that end, a 
series of mutants in the pst and phoBR operons of the APEC O78:K80:H9 strain 
χ7122 were generated and were tested for expression of the Pho regulon as well as 
various attributes of virulence. We report here that constitutive activation of the Pho 
regulon, through the PhoBR TCRS, is responsible for attenuation of APEC virulence. 
Moreover, the activation level of the Pho regulon correlates with decreased virulence 
in E. coli. In addition, we demonstrate that the PhoB regulator, which is critical for 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Bacterial strains, plasmids, primers, and media.  
The E. coli strains and plasmids used for this study are listed in Table 1. Primers used 
for PCR amplifications are listed in Table 2. Bacteria were grown in Luria-Bertani 
(LB) broth at 37°C. LB broth is a high-phosphate medium. Low-Pi (LP) broth was 
used for alkaline phosphatase assays. LP broth is composed of 50 mM Tris-HCl (pH 
7.4), 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 0.4 mM MgSO4, 0.1% yeast extract, 20 mM 
glucose, and 1 mM methionine. For experimental infections of chickens, beef heart 
infusion broth and MacConkey-lactose agar plates were used. Antibiotics or 
supplements were used at the following final concentrations, when required: 
chloramphenicol (Cm), 12.5 μg/ml; kanamycin (Kan), 50 μg/ml; nalidixic acid (Nal), 
40 μg/ml; and 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (XP or BCIP), 40 μg/ml.  
 
Generation of the phoR(T220N) mutant by allelic exchange.  
Site specific mutagenesis of phoR was used to generate a mutant in which the Pho 
regulon is constitutively active (48). E. coli strain DH5α was used for cloning 
experiments with pGEM®-T. A first PCR fragment was amplified from the wild-type 
strain χ7122 with primers phoR-Fext and phoR-Rint (which contain the desired point 
mutation). A second PCR fragment was amplified from strain χ7122 with primers 
phoR-Rext and phoR-Fint (which also contains the desired point mutation). The 2 
PCR fragments were used as template to amplify a full phoR(T220N) PCR fragment 
with phoR-FSacI and phoR-RSacI primers which both contain SacI restriction sites. 
This final PCR product was ligated into the SacI site of pGEM®-T. This construct 
was digested with SacI, and the phoR(T220N) fragment was ligated to the the SacI 
site of suicide vector pMEG-375. The resulting construct was transferred to strain 
χ7213 and was then mobilized in χ7122 by conjugation. Single-crossover integrants 
of strain χ7122 were selected on LB agar containing appropriate antibiotics (XP, Nal, 
and Cm). Selection for double-crossover allele replacement was obtained by sacB 
counterselection on LB agar plates without NaCl but containing 5% sucrose (24), XP 
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and Nal. The mutant strain BER005 was confirmed to contain the desired point 
mutation phoR(T220N) and no other nucleotide changes, as determined by 
sequencing.  
 
Construction of mutant derivatives of APEC strain χ7122.  
phoB and pst knock-out mutants were obtained by homologous recombination using 
the λ red recombinase method (11). Briefly, the ΔphoB::kan allele from E. coli K-12 
strain JWK0389_1 was used to introduce a ΔphoB mutation into χ7122 with phoB-
Fext and phoB-Rext primers, generating strain BER001. The ΔpstC::kan allele from 
E. coli K-12 strain JWK3705_1 was used to introduce ΔpstC mutation into χ7122 
with pstC-Fext and pstC-Rext primers, generating BER003 strain. Then, BER002 
strain was generated by FLP-mediated excision of the kanamycin cassette from 
BER003 by using plasmid pCP20 (11). To create the ΔpstC/ΔphoB double mutant, 
the ΔphoB::kan allele from E. coli K-12 strain JWK0389_1 was used to introduce the 
ΔphoB mutation into the BER002 background, generating BER004. Mutations were 
confirmed by PCR and sequencing, using primers flanking the specific gene region. 
Restoration of the Pst system in the BER002 mutant was achieved by 
complementation with plasmid pAN92, which contains a functional pst operon. This 
generated strain BER006. 
 
Alkaline phosphatase assay.  
Alkaline phosphatase was measured as described previously (4, 26). Briefly, 4 μg/ml 
of p-nitrophenyl phosphate was added to 500 μl of mid-log phase (OD600 of 0.6) 
culture cells permeabilized by 50 μl of 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) and 50 μl of 
chloroform. Color development was monitored at 420 nm, and alkaline phosphatase 
activity was expressed in enzyme units per minute, calculated as follows: 1,000 × 
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Sensitivity of E. coli strains to hydrogen peroxide.  
Sensitivity to hydrogen peroxide induced oxidative stress was determined by an agar 
overlay diffusion method on LB plates (1.5% agar) as described in (3, 40), with some 
modifications (9). Overnight cultures grown in LB broth were adjusted to an optical 
density at 600 nm (OD600) of 0.5. 100 μl of each culture was suspended in 4 ml of 
molten top agar (0.5% agar) and poured over the agar plates. Sterile blank disks were 
added to the surfaces of the solidified overlays, and 10 μl of hydrogen peroxide 
(30%) was spotted onto the disks. The plates were then incubated overnight at 37°C, 
and following growth, the diameters of inhibition zones were measured.  
 
Serum bactericidal assay.  
The serum bactericidal assay was adapted from the method of Taylor and Kroll (45) 
as described previously (26). Briefly, bacteria were grown overnight in LB broth at 
37°C. Bacterial cultures were then resuspended in fresh medium at a 10-fold dilution, 
incubated at 37°C, and harvested during the mid-log phase (OD600 of 0.6). Bacteria 
were washed at room temperature with gelatin-Veronal-buffered saline pH 7.35 and 
then resuspended to a concentration of 107 CFU/ml. A volume of 0.1 ml of the 
bacterial suspension was added to 0.9 ml of normal rabbit serum and then incubated 
at 37°C. Viable cell counts were determined at 0, 1, 2, and 3 h by spreading out 
dilutions of the suspension on LB agar plates. The survival rate was calculated as the 
CFU determined at each time point divided by the initial CFU present at time zero.  
 
Yeast cell aggregation assay.  
To test the production of type 1 fimbriae, mannose-sensitive yeast agglutination 
assays were performed. The yeast aggregation assay was derived from a 
microhemagglutination assay in 96-well round-bottom plates (37) as described 
previously (9). Briefly, cultures were grown to mid-log phase (OD600 of 0.6) in LB 
broth at 37°C without shaking at 37°C to enhance expression of type 1 fimbriae. 
Bacterial cells were centrifuged, and pellets were suspended in phosphate buffered 
saline (PBS, pH 7.4) to an initial suspension of approximately 3 x 1010 CFU/ml. 
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Samples were then serially diluted two-fold in microtiter wells, and equal volumes of 
a 3% commercial yeast suspension were added to each of the wells. After 1 hour of 
incubation on ice, yeast aggregation was monitored visually, and the agglutination 
titer was recorded as the most diluted bacterial sample giving a positive aggregation 
reaction. The Δfim type 1 fimbriae mutant strain χ7279 (9) was used as a negative 
control. 
 
Experimental infection of chickens via the air sacs.  
A competitive coinfection model was used as described previously (40), with some 
modifications. Strains were prepared from a diluted 24-h beef heart infusion broth 
culture and equal quantities (5 × 106 CFU) of each mutant strain and a virulent 
ΔlacZYA derivative of strain χ7122, strain QT51, were used as the 100 μl inoculum. 
Use of QT51 in coinfections permitted a direct evaluation of the number of colonies 
of QT51 (Lac− colonies) compared to the isogenic mutants (Lac+ colonies) on each 
plate. All birds were euthanized at 48 h postinfection and were then necropsied. 
Organs were removed aseptically. Blood samples, the left lung, liver, and spleen of 
each animal were weighed, suspended in phosphate-buffered saline, and 
homogenized. Dilutions of homogenates were plated onto MacConkey-lactose agar 
plates with appropriate antibiotics for bacterial quantification. Several randomly 
selected colonies per organ were verified by PCR. The competitive index (CI) was 
calculated as the CFU/g of the mutant strain divided by the CFU/g of strain QT51 in 
the in each tissue or blood sample divided by the same ratio in the initial input 
inoculum.  
 
Statistical analyses.  
Statistical analyses were performed using the Prism 4.03 software package (GraphPad 
Software). Paired one-tailed Student’s T-test was used to determine significant 
differences for alkaline phosphatase activity, sensitivity to hydrogen peroxide and 
yeast cell aggregation assays. Analysis of variance followed by Tukey's multiple 
comparison test was used for the serum assays. For the coinfection experiments, 
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geometric means of the CIs were determined and a Student’s T-test (two-tailed) was 
used to determine whether the logarithmically transformed ratios differed 






To distinguish between the specific contributions of the PhoBR TCRS and the Pst 
system for APEC virulence, we used a series of pst and phoBR mutant derivatives of 
APEC O78 strain χ7122 (Table 1). Both ΔpstCAB and ΔpstC mutants were 
complemented with the plasmid pAN92, containing a functional pst operon, restoring 
wild-type alkaline phosphatase (AP) activities. However, we were unable to restore a 
wild-type phenotype in the phoR(T220N) mutant, that demonstrates constitutive 
expression of the Pho regulon, by introducing a phoBR-carrying plasmid. This is 
likely due to dominance of the phoR(T220N) over the wild-type copy of the phoR 
gene. The growth kinetics of the mutants and complemented strains under low or high 
concentrations of phosphate were similar to that of wild-type strain (data not shown). 
 
To determine the activation status of the Pho regulon in our mutants, the AP activities 
of strains were measured under phosphate-limiting and high-phosphate conditions 
(Table 3). The AP encoded by phoA, a member of the Pho regulon, is widely used as 
an indicator to monitor the level of expression of the Pho regulon (7, 16, 19, 26). In 
high-phosphate conditions, the wild-type strain demonstrated a minimal base line of 
AP production. On the other hand, ΔpstCAB, ΔpstC and phoR(T220N) mutants 
produced AP constitutively (P < 0.05) compared to wild-type parent strain χ7122 
(Table 3). Among the constitutive AP producing mutants, there was a stronger 
induction of the Pho regulon in the ΔpstCAB mutant (P < 0.05) (Table 3). In low-
phosphate medium, the AP production of the wild-type strain was activated, although 
the AP activities of ΔpstCAB and ΔpstC mutants were higher than the wild-type 
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strain (P < 0.05). AP production in the ΔpstCAB mutant was markedly elevated 
compared to all other strains (P < 0.05) when grown in low-phosphate medium. By 
contrast, the AP activity of the phoR(T220N) mutant was similar to that of the wild-
type strain. In the ΔphoB and ΔpstC/ΔphoB mutants, no AP activity was observed in 
either high-phosphate or low-phosphate conditions, indicating that the Pho regulon is 
inactivated in these strains. Consequently, the activation of the Pho regulon in the 
ΔpstC mutant is therefore phoB-dependent. Taken together, results demonstrate that 
there are different degrees of Pho regulon activation due to introduction of the 
different pst- and pho-specific mutations.  
 
Virulence determinants. 
To determine whether the Pst system and the Pho regulon contribute to resistance to 
serum, we tested the ability of the strains to survive in 90% rabbit serum (Figure 1). 
The wild-type χ7122 strain multiplied in serum, and was considered serum resistant. 
The ΔpstCAB was rapidly killed by rabbit serum and was significantly more sensitive 
to serum than all other strains at each time point (P < 0.05). The bacterial counts of 
ΔpstC and phoR(T220N) mutants showed a significant decrease compared  to the 
wild-type strain after 2 and 3 hours (P < 0.05). In addition, ΔphoB, ΔpstC/ΔphoB and 
complemented strains were as resistant to serum as parent strain χ7122. The serum-
sensitive control strain 862 did not survive after 1 h of exposure to 90% rabbit serum 
(data not shown). 
 
To assess the effects of a pst mutation as well as Pho regulon activation on APEC 
strain χ7122 for production of type 1 fimbriae, we used a yeast cell agglutination 
assay (Figure 2). Yeast cells are rich in mannose surface molecules, which are 
recognized by the type 1 fimbrial adhesin. The ΔpstCAB strain did not produce 
agglutination at the highest bacterial titer (P < 0.05). The minimal bacterial titer 
allowing yeast agglutination was higher for the phoR(T220N) and ΔpstC mutants than 
the wild-type strain (P < 0.05). On the other hand, no differences were observed with 
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the ΔphoB and ΔphoB/ΔpstC mutants, which agglutinated at titres comparable to the 
wild-type parent. Complementation of the ΔpstCAB and ΔpstC mutants restored yeast 
agglutination titers to wild-type levels, which corresponds to a regain in production of 
type 1 fimbriae. The χ7122 Δfim (χ7279) strain was used as a negative control and 
did not show agglutination of yeast cells (data not shown).  
 
To investigate the role of the Pst system and the Pho regulon in sensitivity to 
hydrogen peroxide, we used the H2O2 agar overlay diffusion method (Table 4). 
Diameters of inhibition zones were significantly larger with ΔpstCAB, ΔpstC and 
phoR(T220N) mutants compared to the parent strain χ7122 (P < 0.05). The PhoR 
mutant demonstrated a lower diameter of sensitivity, suggesting that this strain was 
slightly more resistant to hydrogen peroxide than the other Pho constitutive mutants, 
although this difference was not statistically significant. Complementation of the 
ΔpstCAB and ΔpstC mutants restored the wild-type phenotype. On the other hand, 
there was no difference in measurements of inhibition zones in response to H2O2 with 
ΔphoB and ΔpstC/ΔphoB mutants when compared to wild-type parent strain χ7122. 
 
Competitive coinfection model for APEC virulence. 
To investigate the importance of a pst mutation as well as Pho regulon activation for 
the virulence of APEC, we used a competitive coinfection model (Figure 3). In 
experimental coinfections of chickens, the bacterial counts isolated from blood 
samples, lung, spleen and liver were significantly reduced for ΔpstCAB, ΔpstC and 
phoR(T220N) mutants (P < 0.05) 48 h post-infection. However, regarding the 
phoR(T220N) mutant, there was a less marked decrease in CI of liver (0.044) and 
blood (0.066) compared to both ΔpstCAB and ΔpstC mutants. On the other hand, the 
wild-type strain QT51 significantly out-competed (P < 0.05) the ΔpstC/ΔphoB mutant 
in lung, blood and spleen but not in liver. Nevertheless, the means of the CI of the 
double ΔpstC/ΔphoB mutant in lung (0.0344), blood (0.327) and spleen (0.577) were 
considerably higher than those of the ΔpstCAB, ΔpstC and phoR(T220N) mutants 
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(Figure 3 BCD). In contrast, the ΔphoB mutant was as virulent as the wild-type strain 





In E. coli and many other bacterial species, the Pho regulon is activated when cells 
face phosphate limitation, whereas its expression is inhibited when phosphate levels 
are replete. The Pho regulon is an important part of a complex network that 
encompasses not only phosphate homeostasis, but also adaptive responses to stress 
and altered regulation of a diversity of genes including virulence factors (5, 9, 19, 
26). In our study we dissected the specific contribution of both PhoBR two-
component regulatory and Pst systems in virulence of an APEC O78 strain. 
 
Taken together, our results indicate that constitutive Pho regulon activity, through the 
PhoBR TCRS, is largely responsible for APEC attenuation. This statement is based 
on the fact that all Pho constitutive mutants were affected in every in vivo and in vitro 
assay. However, expression of a functional Pst system during Pho activation may 
provide an in vivo advantage, as seen in the phoR(T220N) mutant compared to the 
combined loss of Pst and resulting consequences of constitutive activation of the Pho 
regulon (i.e. ΔpstCAB and ΔpstC mutants). Our findings are in conformity with 
previous observations. For example, a recent study reported that Pst contributes to the 
virulence of atypical Enteropathogenic E. coli (EPEC) and Citrobacter rodentium, 
through the response regulator PhoB (7).  Indeed, they showed that adherence 
attenuation phenotypes in pst mutants were restored by deleting phoB. Thus, the 
impaired adherence in the EPEC or C. rodentium pst mutants could be due to a 
decreased expression of an as yet unidentified Pho-regulated adhesin in these 
pathogens. Also, a polar pstS insertion mutation leads to smaller plaques formation in 
eukaryotic cell (Henle) monolayers than does the parental strain Shigella flexneri. 
Suppression of the plaque defect in the pstS mutant was achieved by a phoB 
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mutation suggesting that the small plaque phenotype was phoB-dependant (39). On 
the other hand, recently, the Pst system was reported to affect adherence of EPEC 
independently of the Pho regulon in another report (13). In this study, deletion of the 
pst operon in an EPEC strain diminished the expression of the EPEC adhesins, Bfp 
and intimin, and reduced adherence to epithelial cells. This decrease in adherence was 
shown to be independent of Pho regulon activation (16). There are major differences 
between this study on EPEC and results we obtained with APEC strain χ7122. For 
the EPEC strain, a ΔpstC/ΔphoB double mutant still displayed reduced levels of 
adherence. Further, a phoR(T220N) Pho constitutive EPEC mutant, where the Pst 
system was functional, adhered to cells as well as the EPEC parent strain (13). By 
contrast, a phoR(T220N) mutant of APEC χ7122 strain was attenuated, whereas a 
ΔpstC/ΔphoB double mutant regained virulence attributes. Accordingly, in our study 
phoB is epistatic to pst in terms of the Pho constitutive phenotype and attenuation of 
virulence attributes. Taken together, our results indicate that constitutive 
activation of the Pho regulon rather than loss of phosphate transport mediated by the 
Pst system is predominantly responsible for the attenuation of APEC χ7122. 
However, deletion of phoB, and hence inactivation of the Pho regulon, did not alter 
APEC virulence, since the ΔphoB mutant retained virulence and demonstrated 
virulence phenotypes comparable to the wild-type strain in all in vitro. Interestingly, 
this is in contrast to Vibrio cholerae O1, for which a phoB null mutant was less able 
to colonize adult rabbit ligated ileal loops in a competitive model, probably because 
many genes known to be involved in virulence were down-regulated (46, 47). These 
contrasting results between different bacterial pathogens emphasize the varying 
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The virulence phenotype in APEC χ7122 is dependent on the activation level of 
the Pho regulon.  
We demonstrate for the first time to our knowledge that the degree of attenuation in 
E. coli correlated with increased activity of the Pho regulon. In fact, increases in AP 
activity (Table 3) correlated with decreased virulence or competitive fitness in 
chickens, differences in sensitivity to hydrogen peroxide and serum and yeast 
agglutination (Table 4, Figure 1 and 2 respectively). In particular, Pho regulon 
induction levels serum sensitivity and decreased yeast agglutination. The ΔpstCAB 
mutant was more affected than both ΔpstC and phoR(T220N) mutants in those assays. 
Furthermore, the Pho regulon activation levels was stronger in the ΔpstCAB mutant 
than in both ΔpstC and phoR(T220N) mutants in low- and high-phosphate conditions. 
As demonstrated by the AP activity, the phoR(T220N) mutant was defective in PhoR 
inhibitory activity (its phosphatase activity) but not in its ability to activate PhoB. 
Indeed, the phoR(T220N) mutation is known to confer a modest level of constitutive 
Pho activity (48, 51) since the point mutation is located within the DHp domain (6). 
This may explain why the ΔpstC mutant demonstrated greater AP activity than the 
phoR(T220N) mutant in low-phosphate medium. On the other hand, AP activity 
differences between ΔpstCAB and ΔpstC mutants could be due to the fact that the 
ΔpstCAB lacks a functional PstA permease and PstB ATPase in addition to loss of the 
PstC permease. Indeed, it was suggested that PstB is important for inhibition of the 
Pho regulon by acting in concert with PhoU (49). It is also possible that differences 
between ΔpstCAB and ΔpstC strains may be due to loss of an intergenic region 3’of 
pstA in the ΔpstCAB mutant. Recently, this region was suggested to stimulate 
translation of rpoS (41), and RpoS is known to inhibit the expression of genes that are 
transcribed by RNA polymerase σ70 such as genes belonging to the Pho regulon (42). 
Overall, it is likely that a stronger induction of the Pho regulon leads to a higher 
expression of genes associated directly or indirectly with virulence.  
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Our results demonstrated that the resistance to serum is impaired when the Pho 
regulon is constitutively active and that sensitivity to serum is relative to the level of 
Pho regulon activity. Indeed, the ΔpstCAB mutant was significantly different from all 
strains at each time points while phoR(T220N) and ΔpstC mutants were significantly 
different from the wild-type strain at 2 and 3 hours (Figure 1). This is significant, 
since there is a correlation between resistance to the bactericidal effects of serum and 
the capacity of APEC strains to cause septicemia and mortality (25, 33). Resistance to 
the bactericidal effect of complement is a multifactorial phenomenon. It is recognized 
that resistance to serum can correlate with the expression of specific capsular K 
antigens in combination with O polysaccharides (18, 35, 50). In fact, an O78-negative 
LPS mutant of strain χ7122 became serum-sensitive and was unable to persist in 
body fluids and internal organs of infected chickens (33). Our previous work also 
reported that the Pho regulon is involved in modifications of the lipid A as a major 
decrease (66%) of the 1-pyrophosphate lipid A species is observed in pst mutants 
(27). Perhaps, the Pho regulon may participate to the increased sensitivity of mutants 
to the bactericidal effects of serum by contributing to bacterial surface perturbations 
(26).    
 
A decrease in the production of type 1 fimbriae also correlated with the level of 
activation of the Pho regulon given that the ΔpstCAB mutant did not agglutinate yeast 
cells while the level of agglutination activity of phoR(T220N) and ΔpstC mutants was 
reduced when compared to that of the wild-type parent strain (Figure 2). Our previous 
work has also shown that genes involved in type 1 fimbrial biosynthesis were down-
regulated in a χ7122 APEC pst mutant (9). Additionally, type 1 fimbriae are 
expressed in the primary site of initial respiratory infection, namely the air sacs of 
poultry (14, 36). Therefore, a decreased production of type 1 fimbriae in Pho 
activated mutants may contribute to reduced APEC colonisation and virulence. 
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Sensitivity to oxidative stress following exposure to hydrogen peroxide also 
correlated with increased levels of constitutive AP activity. However, no notable 
difference was observed between the different mutants where the Pho regulon is 
activated. This was probably due to the low sensitivity of the technique (Table 4). 
The ability to resist to reactive oxygen species (ROS) is crucial for full virulence 
when pathogens face oxidative stress during infection of the host (9, 21).  Differential 
expression data of genes involved in oxidative stress observed in a Pst mutant 
indicated that the mutant is subjected to increased oxidative stress during growth, and 
is likely less able to cope with additional stresses incurred from exogenous ROI-
generating compounds (43).   
 
Constitutive Pho activity results in reduced virulence in chickens.  
By using an avian experimental coinfection model, we demonstrated that activation 
of the Pho regulon of χ7122 leads to attenuation of virulence, since the ΔpstCAB, 
ΔpstC and phoR(T220N) mutants were all outcompeted in the chicken by the wild-
type strain (Figure 3). These results indicate that during systemic infection, the Pho 
constitutive phenotype represents a selective disadvantage in regard to immune 
defences, nutritional limitations, and other environmental stresses encountered within 
the host.  
 
Taken together, our results confirm that the PhoB-mediated constitutive activity of 
the Pho regulon plays a major role in attenuation of APEC virulence and associated 
traits. By contrast, the Pi transport function of the Pst-system was shown to play a 
limited role in virulence since the Pst system is not expressed is not expressed in a 
virulent PhoB mutant and the Pst system is also fully functional in the phoR(T220N) 
attenuated mutant, which demonstrated increased constitutive activity of the Pho 
regulon. Results also further emphasize the fact that PhoB has a dual function as a 
response regulator for phosphate homeostasis and as a modulator of virulence 
attributes. There is a clear need for novel approaches to prevent and control bacterial 
infections including avian colibacillosis. Suitable attenuated vaccines should be 
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sufficiently invasive and persistent to induce protective immunity and minimize 
susceptibility to natural infection (17). Interestingly, as the degree of attenuation in 
the APEC mutants described herein varied according to the degree of constitutive 
activation of the Pho regulon, this could be useful in the design of new attenuated 
vaccine strains.  
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Figures and tables: 
 
Table 1: Strains and plasmids used in this study. 
 
Strains Relevant characteristics  References or sources 
 F− λ− Φ80 ∆(lacZYA-argF) endA1 recA1   
DH5α hsdR17 deoR thi-1 supE44 gyrA96 relA1 Invitrogen 
JWK0389_1  K12 ΔphoB::kan  (1) 
JWK3705_1  K12 ΔpstC::kan  (1) 
χ7122 APEC O78:K80:H9 gyrA Nalr (37) 
BER001 χ7122 ΔphoB::kan   This work 
BER002 χ7122 ΔpstC::FRT   This work 
BER003 χ7122 ΔpstC::kan   This work 
BER004 χ7122 ΔphoB::kan/pstC::FRT   This work 
BER005 χ7122 phoR(T220N)   This work 
K3 χ7122 ΔpstCAB::kan  (26) 
CK3 K3 + pAN92   (26) 
BER006 χ7122 ΔpstC::FRT + pAN92  This work 
MGN-617 
SM10 λpir derivative, thi thr leu tonA lacY supE λpir 
recA::RP4-2-Tc::Mu (Kanr) ∆asdA1   (23) 
χ7279  χ7122 Δfim   (9) 
862 ExPEC O115:K- serum sensitive   (10) 
     
Plasmids     
pMEG-375 sacRB mobRP4 oriR6K Cmr Apr S. Tinge, Megan Health 
pCP20 FLP+ λ cI857+ λ pRRepts Apr Cmr   (8) 
pKM200 Ptac-gam-bet-exo operon from pTP806   Kenan Murphy 
pGEM®-T  
pGEMR-5Zf(+) Vector with 
EcoRV at base 51 and adding a T to both 3´-ends   Promega 
pAN92 pACYC184::pst operon Cmr (20) 
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Table 2: Primers used for PCR amplifications. 
 
Primers  Sequences  
phoR-Fext  5′-GTGCGCGGTACAGGATATCGTTTTTCAACC-3′ 
phoR-Rint  5′-AGGTAACCCTGTAACACGTTCAATGGCGTAC-3′ 
   
phoR-Rext  5′-CAGTCAGTATGACAGCACCTGAAGCGCAAT-3′ 
phoR-Fint  5′-CGTACGCCATTGAACGTGTTACAGGGTTACC-3′ 
   
phoR-FSacI 5′-GAGCTCGGAATTTATTGCGCCTTTCATGG-3′ 
phoR-RSacI 5′-CTCGAGTCAGGCGACTTTCGTGATGATTC-3′ 
   
phoB-Fext  5′-ACCTGAAGATATGTGCGACGAGCTT-3′ 
phoB-Rext  5′-CGTTCCAGCACGTAAGATACTCCAG-3′ 
   




Table 3: Alkaline phosphatase activities of χ7122, isogenic mutants and 
complemented strains in high (LB) or low (LP) phosphate medium. 
 
Strain   Alkaline phosphatase activity (arbitrary units ± SD) 
    LB   LP 
χ7122   2,4 ± 1,2  82,6 ± 6,4 
ΔpstCAB  134,7 ± 26,8 *  180,2 ± 9,6 * 
ΔpstC   33,8 ± 5,3  119,6 ± 11,1 
phoR(T220N)  19,3 ± 3,5  70,7 ± 5,8 
ΔphoB   1,4 ± 2,2  1,9 ± 2,1 
ΔpstC/ΔphoB  3,1 ± 2,1  2,8 ± 1,3 
CK3   2,7 ± 1,5  75,7 ± 12,1 
ΔpstC + pAN92 4,2 ± 3,5  76,3 ± 11,8 
  
Data presented are the means ± the standard deviations of three independent 
experiments. Negative alkaline phosphatase activity values were reported as 0. 
Values indicated in bold text are significantly different (P < 0.05) compared to the 
mean of the wild-type strain as calculated by Student's T-test. Values marked with 
asterisks are significantly different (P < 0.05) compared to the mean of every other 
strains as calculated by Student's T-test. Strains tested were wild-type APEC strain 
χ7122, ΔpstCAB (K3), ΔpstC (BER002), phoR(T220N) (BER005), ΔphoB (BER001), 
ΔpstC/ΔphoB (BER004), CK3 (K3 + pAN92) and ΔpstC + pAN92 (BER006). 
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Table 4: Growth inhibition zone of APEC χ7122, isogenic mutants and 
complemented strains to hydrogen peroxide. 
 
Strain   Growth inhibition zone (mm) 
χ7122   17,7 ± 0,6 
ΔpstCAB  21,3 ± 0,6 
ΔpstC   21,0 ± 0,5 
phoR(T220N)  20,1 ± 0,4 
ΔphoB   18,3 ± 0,6  
ΔpstC/ΔphoB  18,6 ± 0,5 
CK3   18,7 ± 0,6 
ΔpstC + pAN92 18,4 ± 0,6 
 
Data presented are the means ± the standard deviations of six independent 
experiments. Compound used was 10 μl of H2O2 (30% vol/vol) on LB agar plates. 
Values indicated in bold text are significantly different (P < 0.05) compared to the 
mean of the wild-type strain as calculated by Student's T-test. Strains tested were 
wild-type APEC strain χ7122, ΔpstCAB (K3), ΔpstC (BER002), phoR(T220N) 
(BER005), ΔphoB (BER001), ΔpstC/ΔphoB (BER004), CK3 (K3 + pAN92) and 
ΔpstC + pAN92 (BER006). 
 
 





Data presented are the means of three independent experiments. The survival rates 
were measured in 90% rabbit serum for various periods of time. Strains tested were 
wild-type APEC strain χ7122, ΔpstCAB (K3), ΔpstC (BER002), phoR(T220N) 
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(BER005), ΔphoB (BER001), ΔpstC/ΔphoB (BER004), CK3 (K3 + pAN92) and 
ΔpstC + pAN92 (BER006). The survival rate of the ΔpstCAB mutant strain was 
significantly lower than the survival rates of every strain at each time point. From 2 to 
3 h of exposure to rabbit serum, the ΔpstC and phoR(T220N) were significantly more 
sensitive to serum than the wild-type strain. No significant differences were observed 
between the wild-type χ7122 strain and the ΔpstC/ΔphoB, ΔphoB, CK3 and ΔpstC + 
pAN92 strains. The control strain 862 did not survive after 1 h of exposure to 90% 
rabbit serum (data not shown). Analysis of variance followed by Tukey's multiple 
comparison test was used for statistical analyses (P < 0.05).  
 
 
Figure 2. Minimal bacterial titers allowing yeast agglutination of APEC χ7122, 




Data presented are the means ± the standard deviations of three independent 
experiments. Strains tested were wild-type APEC strain χ7122, ΔpstCAB (K3), ΔpstC 
(BER002), phoR(T220N) (BER005), ΔphoB (BER001), ΔpstC/ΔphoB (BER004), 
CK3 (K3 + pAN92) and ΔpstC + pAN92 (BER006). The χ7122 Δfim (χ7279) strain 
was used as negative control. The ∞ symbol shows no agglutination was observed at 
the highest cell titer for the ΔpstCAB strain, which was also observed for Δfim strain 
χ7279 (data not shown). Asterisks indicate significant differences observed between 
bacterial titers of the wild-type χ7122 and both ΔpstC and phoR(T220N) mutant 
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Figure 3. Competitive indexes from different organs of chickens coinfected with 






































n                   10           11            10             7            10
Mean CI     0.005        0.009       0.044       1.611        0.588






















































n                   10           12            10            10            11
Mean CI     0.002        0.004      0.003        1.161       0.0334


























































n                   10           11            10             9            11
Mean CI     0.004        0.004      0.004        0.708       0.557
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Mixture of each of the χ7122 isogenic mutants and the virulent χ7122 
ΔlacZ derivative strain QT51 were inoculated in young pathogen-free chickens. At 48 
h post-infection, heart blood (A), lungs (B), spleens (C) and livers (D) were collected 
and bacterial counts determined. Results are shown as CI (mutant/strain QT51) and 
normalized for the inoculums. CI values inferior to 1 indicate a decreased capacity for 
the mutant to compete with the virulent test strain. Horizontal bars indicate the 
geometric mean CI values. Each point represents a CI value from a blood or tissue 
sample from an individual chicken. The table summarizes the number of animals 
sampled (n), the geometric mean of the CI (Mean CI) and the P value from a two-
tailed T-test. Asterisks indicate that logarithmically transformed CIs differed 
significantly from 0 (P < 0.05). Strains tested were ΔpstCAB (K3), ΔpstC (BER002), 






































n                   10           11            10             9            11
Mean CI     0.033        0.023      0.066        1.423       0.327
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Le régulon Pho gouverne un ensemble de gènes répondant aux fluctuations en 
phosphate afin de maintenir l’état homéostatique. Ce circuit métabolique est 
largement répandu à travers le règne procaryote tout en étant spécifique selon les 
différentes niches colonisées et modes de vie bactériens. D’ordre général, le régulon 
Pho est conjointement régi par TCS PhoBR et le système Pst. En effet, une mutation 
à l’intérieur du système Pst mène à l’activation constitutive du régulon Pho. Diverses 
études antérieures effectuées par notre groupe de recherche ont démontré qu’une 
mutation du système Pst, chez la souche APEC χ7122, mène à l’atténuation de la 
virulence dans un modèle d’infection in vivo aviaire et affecte plusieurs traits de 
virulence. Il a aussi été démontré que cette mutation engendre des perturbations au 
niveau de la constitution de la membrane bactérienne notamment via des 
modifications du lipide A et des acides gras. De plus, l’analyse transcriptomique du 
mutant pst a mis en lumière certains mécanismes moléculaires reliant le régulon Pho 
à divers circuits métaboliques dont ceux des réponses aux stress (34, 103-105).  
  
Les effets observés chez le mutant pst de la souche χ7122 pourraient être 
occasionnés par l’activation constitutive du régulon Pho ou par l’absence d’un 
système d’acquisition du phosphate Pst fonctionnel.  Il a été avancé que différents 
systèmes d’acquisition du phosphate tels que les systèmes Pit pouvaient permettre de 
compenser pour l’abolition du système Pst dans les conditions étudiées (73, 77). Il 
serait aussi vraisemblable que l’atténuation de χ7122 soit attribuable à l’activité 
continue du TCS PhoBR chez le mutant pst.  
 
Le présent objectif visait à dissocier le rôle du TCS PhoBR de celui du 
système Pst dans la virulence d’une souche APEC O78. Globalement, les résultats 
obtenus dans le cadre de ce mémoire montrent que l’activation du régulon Pho via le 
système à deux composantes PhoBR est responsable de l’atténuation observée chez le 
mutant pst χ7122. Les données récoltées dans cette étude indiquent aussi une 
corrélation entre le niveau d’activation du régulon Pho et le degré d’atténuation. 
Enfin, les présentes observations établissent que dans ce modèle de virulence la 
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Les APEC sont généralement responsables d’infection extra-intestinales. Le 
mode de transmission s’effectue par la voie fécale-orale. En fait, le site primaire de 
contamination est le tractus respiratoire de la volaille. S’en suit une infection 
systémique potentiellement létale caractérisée par une inflammation des sacs aériens, 
une péricardite, une périhépatite, une péritonite, une entérite et une septicémie. Parmi 
les multiples sérogroupes des APEC, les plus fréquemment isolés d’infections sont 
les O1:K1, O2:K1 et O78:K80 (39, 53, 54). Actuellement, le génome d’une souche 
O1:K1 est disponible (86). Le séquençage du plasmide pAPEC-1 de la souche χ7122 
O78:K80 est disponible (131) et celui de la souche elle-même devrait être terminé 
sous peu. De plus, les souches APEC partagent des traits de virulence avec des 
souches humaines isolées de méningites néonatales, d’infections urinaires et de 
septicémies. Ainsi, les APEC représentent un risque notable de zoonose (87) et 
l’ensemble du matériel génétique de virulence peut être utilisé comme un réservoir 
pour le transfert horizontal (52).   
 
2. État d’activation du régulon Pho chez les différents mutants 
Afin de distinguer la contribution spécifique du système à deux composantes 
PhoBR versus celle du système Pst dans la virulence de la souche APEC χ7122, les 
mutants ΔpstC, ΔphoB, ΔpstC/ΔphoB and phoR(T220N) ont été générés et un mutant 
créé précédemment dans notre laboratoire (103), ΔpstCAB, a été utilisé  (Table 1; 
article). Chez les mutants ΔpstC, phoR(T220N) et ΔpstCAB, le régulon Pho est activé 
de manière constitutive tel qu’indiqué par les dosages de la phosphatase alcaline 
(Table 3; article). En effet, en milieu riche en phosphate (LB), l’activité de PhoA de 
ces 3 mutants est statistiquement significative comparativement à l’ensemble des 
autres souches dont la sauvage. Fait à noter, l’état d’activation du régulon se 
démarque significativement chez la souche ΔpstCAB et ce, autant en LB qu’en milieu 
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pauvre en phosphate (LP). Par ailleurs, le double mutant ΔpstC/ΔphoB ne possède 
aucune activité de PhoA ni LB, ni en LP. Ceci indique que l’activité constitutive du 
régulon Pho chez le mutant ΔpstC est dépendante de phoB. 
 
3. L’activité du régulon Pho mène à l’atténuation de la virulence 
La présente étude rapporte que l’activité du régulon Pho, via le TCS PhoBR 
résulte en l’atténuation de la virulence chez la souche χ7122. En fait, l’ensemble des 
souches dont le régulon Pho est actif sont affectées pour chacun des tests in vivo et in 
vitro. Ce constat est en accord avec des études précédentes. Par exemple, chez une 
souche EPEC atypique et chez C. rodentium, le système Pst participe à la virulence 
via l’élément régulateur PhoB. En effet, les phénotypes d’adhérence chez les mutants 
pst sont restaurés en éliminant phoB. Ainsi, les auteurs concluent que le défaut 
d’adhérence observé chez les mutants pst résulte de la diminution de production 
d’une adhésine inconnue régulée par PhoB (28). D’un autre côté, le système Pst peut 
agir indépendamment du régulon Pho. En effet, la délétion de l’opéron pst chez une 
souche EPEC diminue l’expression d’adhésines et l’adhérence in vitro. Dans ce cas, 
ce processus n’implique par l’activation du régulon Pho puisque les auteurs ont 
montré qu’un double mutant ΔpstC/ΔphoB demeure déficient pour les phénotypes 
d’adhérence. De plus, un mutant phoR(T220N), dont le régulon Pho est constitutif et 
le système Pst est intact, n’a pas d’impact sur l’adhérence de la souche (56). Or, les 
présents résultats sont à l’opposé de ceux-ci puisqu’une mutation phoR(T220N) mène 
à l’atténuation de la souche APEC χ7122 tandis qu’une double mutation 
ΔpstC/ΔphoB restaure les traits de virulence. Subséquemment, phoB est épistatique à 
pst en termes de contrôle de la virulence. L’ensemble des observations de cette étude 
soutiennent que l’activation du régulon Pho, plutôt que l’abolition du système Pst, est 
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4. PhoB n’est pas nécessaire à la virulence 
Les résultats de notre étude établissent que dans notre modèle de virulence 
phoB n’est pas nécessaire à la virulence de la souche APEC χ7122. Ainsi, il est 
possible de suggérer que PhoB et l’activation du régulon ne sont pas nécessaires à la 
virulence. En effet, le mutant ΔphoB est autant virulent que la souche sauvage et ce, 
pour l’ensemble des essais in vitro et in vivo. Or, ceci est surprenant puisqu’une étude 
précédente a identifié phoB comme étant préférentiellement exprimé in vivo chez 
cette même souche (46). Cette dernière observation laisse donc croire que phoB est 
impliqué lors du processus d’infection de l’hôte. Par ailleurs, d’autres 
microorganismes montrent des phénotypes différents à ceux observés dans la présente 
étude. Par exemple, en absence de PhoB, la souche Vibrio cholerae O1 colonise 
moins l’iléon de lapin dans un modèle de coinfection ex vivo, phénotype dû à la 
répression de gènes de virulence (211, 212).    
 
5. Le degré de virulence corrèle avec le taux d’activation du régulon Pho 
Les résultats de la présente étude démontrent que le degré de virulence corrèle 
avec le taux d’activation du régulon Pho chez E. coli. En effet, les résultats obtenus 
pour les tests de résistance à l’effet bactéricide du sérum et d’agglutination des 
levures corrèlent significativement avec ceux du dosage de la phosphatase alcaline 
chez les mutants ΔpstCAB ΔpstC et phoR(T220N) (Figure 1, 2 et Table 3 
respectivement; article). Le niveau d’activation du régulon Pho est plus exacerbé chez 
le mutant ΔpstCAB que les deux mutants ΔpstC et phoR(T220N). Comme démontré 
par les dosages de PhoA, la mutation phoR(T220N) est déficiente quant à sa fonction 
inhibitrice (activité phosphatase sur PhoB phosphorylé) mais, conserve sa capacité à 
activer PhoB. En fait, la mutation phoR(T220N) est connue pour résulter en un 
phénotype modeste d’activation du régulon Pho (213, 229) puisque cette mutation 
ponctuelle se situe à l’intérieur du domaine de dimérisation et d’autophosphorylation 
de PhoR (25). D’un autre côté, le niveau d’activité de PhoA chez le mutant ΔpstCAB 
est plus fort que celui du mutant ΔpstC en LB. Ceci est possiblement dû à l’absence 
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des composantes PstA (perméase) et PstB (ATPase) chez le mutant ΔpstC. D’ailleurs, 
il a été suggéré que PstB soit important dans le processus d’inhibition du régulon Pho 
en agissant de concert avec PhoU (214). Il est aussi possible que la différence 
génétique entre ΔpstCAB et ΔpstC soit à la source des différences phénotypiques 
observées entre ces mutants. En ce sens, la région 3’ de l’ARNm de pstA favoriserait 
la traduction de rpoS (175). De plus, RpoS inhibe l’expression des gènes transcrits 
par l’ARNP σ70 tels que les membres du régulon Pho (184). Somme toute, il est 
probable qu’une induction plus forte du régulon Pho engendre une surexpression des 
gènes associés directement ou indirectement avec la pathogenèse d’E. coli.  
 
6. Complémentation des mutants  
La complémentation des mutants ΔpstCAB et ΔpstC rétablit les phénotypes 
sauvages de l’activité de PhoA, de l’agglutination des levures, de la résistance aux 
effets bactéricides du sérum et au stress oxydatif (Table 3, Figure 2, Figure 1 et Table 
4 respectivement; article). Les compléments n’ont pas été vérifiés dans le modèle de 
coinfection in vivo aviaire pour des motifs éthiques et économiques. De plus, une 
étude précédente a montré que le complément du mutant ΔpstCAB chez la même 
souche restaurait le phénotype sauvage dans un modèle d’infection aviaire (103). Par 
ailleurs, la complémentation du mutant phoR(T220N) en utilisant un plasmide-phoBR 
à faible copie ne fut pas concluante. Ceci s’explique probablement par le fait que 
phoR(T220N) est une mutation dominante dans la mesure où son taux d’auto-
phosphorylation est supérieur à son activité phosphatase.    
 
7. L’activation du régulon Pho diminue la production des fimbriae de 
type 1  
L’activation du régulon Pho diminue la production des fimbriae de type 1 
comme démontré par le test d’agglutination aux levures (Figure 2; article). Ce modèle 
a été utilisé puisque les levures sont riches en mannose, molécules étant reconnues 
par les adhésines de fimbriae de type 1. Des études antérieures montrent que certains 
gènes impliqués dans la biosynthèse des fimbriae de type 1 sont réprimés chez le 
   91 
mutant ΔpstCAB (34). Les mécanismes moléculaires reliant l’inhibition de 
l’expression du fimbriae de type 1 par le régulon Pho sont étudiés par le groupe du Dr 
Charles M. Dozois (résultats non-publiés). De plus, les fimbriae de type 1 sont 
préférentiellement exprimés au niveau du site initial des infections aviaires, soit les 
sacs aériens et les poumons (45, 158). Du coup, une production diminuée des 
fimbriae de type 1 chez les mutants Pho constitutifs altèrerait leur colonisation 
primaire expliquant ainsi, du moins en partie, l’atténuation de leur virulence.       
  
8. L’activation du régulon Pho réduit la résistance au stress oxydatif 
L’activation du régulon Pho réduit la résistance au stress oxydatif comme le 
démontre les résultats du test de résistance au peroxyde d’hydrogène (Table 4; 
article). D’ailleurs, la capacité de résister aux dérivés réactifs de l'oxygène (ROS, 
reactive oxygen species) est cruciale pour la virulence bactérienne notamment face au 
système immunitaire de l’hôte et à divers ions métalliques. Une étude précédente (34) 
a observé que des gènes impliqués dans la réponse aux ROS sont différentiellement 
exprimés chez le mutant ΔpstCAB comparativement à la souche sauvage χ7122; des 
gènes appartenant aux régulons RpoS, OxyR et SoxR. Il a aussi été suggéré que les 
mutants dont le régulon Pho est activé de manière constitutive ne soient pas en 
mesure de résister aux stress oxydatifs externes puisqu’ils subiraient déjà un stress 
oxydatif durant leur croissance.  
 
9. L’activation du régulon Pho réduit la résistance à l’effet bactéricide du 
sérum 
L’activation du régulon Pho réduit la résistance à l’effet bactéricide du sérum 
de lapin (Figure 1). Chez les souches APEC, la capacité à causer la septicémie est 
fortement corrélée au niveau de résistance à l’effet bactéricide du sérum (101, 130). 
Fait à noter, la résistance à l’effet bactéricide du sérum est un phénomène 
multifactoriel. Par exemple, une combinaison appropriée de l’expression des 
antigènes de capsules K et des polysaccharides O peut protéger adéquatement de 
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l’attaque par la cascade du complément (67, 143, 221). En fait, un mutant O78-
négatif de la souche χ7122 est sensible au sérum et est éliminé des organes et des 
fluides des poulets infectés (130). Par ailleurs, une étude précédente a montré que le 
régulon Pho est impliqué dans des modifications du lipide A, dont une diminution de 
66% de la forme 1-pyrophosphatée du lipide A (105). Ainsi, l’activation du régulon 
Pho participerait à l’augmentation de la sensibilité face aux effets bactéricides du 
sérum en contribuant à perturber la surface bactérienne (103).    
 
10. L’activation du régulon Pho affecte la virulence in vivo 
L’activation du régulon Pho affecte la virulence in vivo dans un modèle de 
coinfection aviaire (Figure 3; article). Ceci indique que dans ces conditions in vivo, 
l’activation constitutive du régulon Pho représente un désavantage sélectif en 
fonction de la réponse immunitaire de l’hôte. En fait, le déploiement des facteurs de 
virulence lors d’une infection requiert une régulation organisée et ce, dans un 
contexte spatio-temporel spécifique. En résumé, une bactérie dont l’orchestration de 
sa réponse adaptative est déficiente échouera dans son processus de pathogenèse et 
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En conclusion, ce mémoire fait le point sur le rôle spécifique du TCS PhoBR 
et du système Pst dans la virulence de la souche APEC χ7122. Nous avons constaté 
que l’activation constitutive du régulon Pho est responsable de l’atténuation de la 
virulence. Nous avons démontré que les multiples phénotypes altérés chez les 
mutants pst sont causés par l’état d’activation continue de PhoB et non pas par 
l’interruption du transport du phosphate par le système Pst. En effet, l’activation 
continue de PhoB affecte divers traits de virulence dont l’adhésion médiées par les 
fimbriae de type 1,  la résistance à l’effet bactéricide du sérum et au stress oxydatif. 
De plus, le potentiel de virulence est diminué pour les souches Pho constitutives dans 
un modèle de coinfection aviaire in vivo.  
 
Par ailleurs, nous avons mis en évidence que PhoB n’est pas nécessaire à la 
virulence chez la souche χ7122. Nous suggérons aussi, sur la base de nos données, 
que la  virulence est inversement proportionnelle au niveau d’activation du régulon 
Pho chez E. coli.  
 
En somme, nos résultats mettent en évidence que PhoB a une double fonction 
puisque il est non seulement l’élément régulateur de l’homéostasie du phosphate mais 
aussi, il module des attributs de la virulence bactérienne. Néanmoins, on doit 
considérer le fait qu’au-delà du rôle conservé que tient le régulon Pho à travers le 
règne bactérien, il est indéniable que des déterminants propres à chaque espèce y 
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Pour les années à venir, il sera important de développer des approches 
novatrices afin de prévenir et contrôler les infections bactériennes en regard de la 
problématique concernant la résistance aux antibiotiques. En ce sens, les souches Pho 
constitutives représentent des candidats potentiels pour la conception de vaccins 
atténués puisque le niveau d’atténuation de virulence peut être contrôlé par le type de 
mutations au niveau des opérons phoBR et pstSCAB-phoU. En effet, un vaccin 
atténué doit d’être suffisamment présent et persistant pour induire une réponse 
immunitaire tout en minimisant les effets de virulence (59). Dans le cas particulier 
des infections causées par les APEC, la diversité des sérogroupes recensés rend la 
vaccination peu pratiquée puisqu’un vaccin ciblant simultanément des souches de 
différents sérogroupes n’est pas disponible (39). Afin d’être plus efficaces, les futures 
stratégies d’immunisation doivent considérer l’utilisation de vaccins ciblant un 
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